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1.1 Le Cellule staminali 
Le cellule staminali sono una popolazione di cellule primitive indifferenziate in grado di 
dividersi (autoreplicarsi) per periodi di tempo molto lunghi, spesso per l’intera vita 
dell’organismo, costituendo, così, una riserva inesauribile di cellule clonali non 
specializzate.(Alison MR et al. 2009) E’ stato osservato  che in particolari condizioni 
ambientali, o in presenza di segnali specifici, una cellula staminale può dare origine a 
differenti tipi di cellule, assumendo morfologia e funzionalità specializzate. Infatti, la 
mancanza di qualsiasi tessuto-specificità conferisce loro la potenzialità di differenziarsi 
in cellule di diversi tessuti. (Verfaillie Catherine M. et al., 2002). 
Normalmente, le cellule seguono un ciclo cellulare che è composto da quattro fasi: 
nella prima fase, chiamata G1 (fase gap 1) la cellula aumenta le sue dimensioni in 
rapporto all’ambiente esterno, sintetizzando RNA e proteine; successivamente nella 
Fase S (fase di sintesi) avviene la replicazione del materiale genetico; in seguito, nella 
fase G2 (fase gap 2), viene verificata  la corretta  replicazione di tutti cromosomi e vi è 
un ulteriore aumento delle dimensioni cellulari; infine nella fase M (Mitosi), composta 
da profase, metafase, anafase e telofase, si verifica la duplicazione cellulare. A 
differenza delle cellule non staminali, che si dividono in maniera simmetrica, le cellule 
staminali si dividono in maniera asimmetrica , infatti ogni cellula madre si divide 
generando due cellule figlie, una che mantiene il suo stato di cellula staminale e una 
che invece va in contro a differenziamento tessuto-specifico; in questo modo una parte 
va in contro a differenziamento mentre le cellule che rimangono indifferenziate 
mantengono il loro numero costante all’interno del tessuto (fig. 1; Serakinci and Keith. 
2006). 
Generalmente, le cellule staminali vanno incontro a divisione in seguito a uno stimolo 
induttivo, come, ad esempio, un aumento della richiesta del numero di cellule nel 
tessuto in seguito per esempio ad una lesione. Un esempio è rappresentato dalle 
cellule dell'epidermide: il tessuto progenitore (caratterizzato dalla presenza di cellule 
staminali adulte) provvede a fornire una popolazione di cellule che differenzia in cellule 
mature con funzioni specifiche, in caso di necessità, e quando la richiesta viene 
soddisfatta, queste cessano di proliferare. 
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Figura 1: Divisioni simmetrica e asimmetrica delle cellule staminali. Quando le cellule si 
dividono simmetricamente ogni cellula sorella è identica e conserva il potenziale della cellula 
madre. Quando le cellule si dividono assimetricamente solo una delle cellule “figlie” rimane 
staminale. (Serakinci e Keith, 2006) 
Attualmente esistono due modelli di classificazione delle cellule staminali: in termini di 
“potenzialità”, che descrive la loro specificità, e in base alla loro “fonte di derivazione”. 
In termini di “potenzialità” le cellule staminali possono essere classificate in: 
o Totipotenti: derivano dalla morula e sono capaci di generare tutte le cellule e i 
tessuti che costituiscono un embrione e che supportano il suo sviluppo in utero (come 
per esempio il cordone ombelicale e la placenta). 
o Pluripotenti: derivano dalle cellule totipotenti e danno origine alle cellule appartenenti a 
tutti e tre i foglietti germinali embrionali: mesoderma, endoderma e ectoderma.  
o Multipotenti: derivano dalle cellule pluripotenti e danno origine alle cellule appartenenti ad 
uno solo dei tre foglietti germinali embrionali. 
o Unipotenti: cellule capaci di differenziare in un solo tipo cellulare e che, grazie alla 
proprietà dell’autoreplicazione, si distinguono dalle cellule non staminali. 
In base alla loro fonte di derivazione invece si differenziano in: 
o Embrionali (ESC): cellule ottenute dall’embrioblasto (all’interno della blastocisti) da cui si 
svilupperà l’embrione. L’isolamento deve necessariamente avvenire prima dell’impianto 
dell’embrione nella mucosa uterina.  
Sono le cellule staminali che hanno la migliore e più ampia potenzialità di sviluppo e 
differenziamento anche se sono oggetto di ricerche ancora in fase iniziale. Possono 
essere isolate, estratte e coltivate in vitro, con il risultato che, a partire da poche decine 
di cellule, si possono ottenere centinaia di milioni di staminali intatte. L’estrazione di 
queste cellule richiede la soppressione dell’embrione, che non supera mai i 14 giorni 
dalla sua fecondazione, e ciò inevitabilmente genera obiezioni di tipo etico-giuridico. 
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o Adulte (ASC): cellule indifferenziate presenti in tessuti specifici. Sono cellule 
tendenzialmente multipotenti, ma con capacità non illimitate, provvedono al 
mantenimento dei tessuti e alla loro riparazione dopo un danno. Fino ad oggi, quelle 
estratte dal midollo osseo, sono state utilizzate per i trapianti del midollo stesso, ma 
recenti studi hanno dimostrato che sono anche in grado di differenziarsi in alcuni tipi di 
tessuti differenti. (Henningson et al., 2003). Questo fenomeno viene definito 
transdifferenziamento. 
Inoltre, esistono cellule staminali non classificabili in questi due gruppi perché 
possiedono caratteristiche comuni ad entrambi. Queste cellule sono definite come:  
o Fetali: cellule recuperate dal feto: possono essere ricavate da aborti naturali. 
Hanno caratteristiche intermedie tra le cellule staminali embrionali e quelle adulte. 
Tendenzialmente sono pluripotenti e deputate all’accrescimento peri-natale dei tessuti. 
A tutt’oggi non si conoscono i meccanismi alla base della loro capacità di generare 
tessuti diversi. 
o Amniotiche: derivano dal liquido amniotico, possiedono caratteristiche sia delle 
cellule staminali embrionali che delle cellule staminali adulte. Hanno caratteristiche 
biologiche molto simili alle cellule staminali embrionali, ma non sono soggette a 
questioni di tipo etico che normalmente coinvolgono quest’ultime. Secondo uno studio 
(De Coppi et al., 2007) le cellule ritrovate nel liquido amniotico esprimono marcatori 
specifici per le staminali embrionali e adulte, e sono in grado di differenziare verso la 
linea osteogenica, miogenica, endoteliale, epatogenica, adipogenica e neurogenica. 
o Prelevate da sangue placentare e del cordone embrionale: sono cellule pluripotenti, 
vengono prelevate dalla placenta e dal cordone ombelicale dopo il parto. Si 
conservano congelate in banche apposite anche per decenni a disposizione dei 
pazienti onco-ematologici che necessitano del trapianto del midollo osseo. 
 
1.1.1 Le cellule staminali embrionali (ESC) e i problemi di  
natura etica 
 
La scoperta dell’esistenza delle cellule staminali embrionali è stata uno degli eventi più 
importanti dell’ultimo decennio in biologia. La comunità medica considera davvero 
interessante il potenziale utilizzo delle cellule staminali embrionali nella medicina 
rigenerativa poiché è noto che le cellule staminali embrionali umane hanno un enorme 
potenziale per il trattamento di diverse patologie, questo perché tali cellule, in 
determinate condizioni, in vitro o in vivo, sono in grado di differenziarsi in molti, se non 
tutti, i tipi di cellule dell’organismo (Keller, 2005).  
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Una sorgente di cellule staminali embrionali è il nodo embrionale del blastocita. Le 
cellule dissociate dal nodo sono cellule staminali pluripotenti (fig.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Le cellule staminali pluripotenti, isolate dal nodo embrionale, hanno l’abilita di 
differenziare in tutti i tipi cellulare presenti nel corpo umano, tranne in cellule della placenta e di 
altri tessuti extraembrionali. (Gerald D. Fischbach et al., 2004)  
Esse si distinguono dalle altre cellule staminali per alcune proprietà quali: 
• immortalità (alti e consistenti livelli di telomerasi) 
• alta proliferazione (divisione simmetrica) 
• pluripotenza, plasticità e versatilità 
• mantenimento del cariotipo dopo l’espansione in vitro 
• assenza di marcatori specifici di differenziamento (Rao M. S., 2006) 
Il percorso verso l’applicazione in terapia delle cellule staminali embrionali però non è 
così lineare a causa di una serie di problemi, tra cui alcuni di carattere etico-sanitario 
che impediscono il progresso della comunità scientifica verso l’utilizzo di queste cellule. 
In particolare:  
1. Tumorigenicità: alcune terapie basate sull'utilizzo di cellule staminali embrionali sono 
caratterizzate da rischio di formazione di tumori da parte di cellule indifferenziate 
trapiantate.  
2. Contaminazione del prodotto animale: tutti gli agenti terapeutici e le cellule usate per 
le terapie umane devono essere prive di patogeni che possono suscitare una reazione 
immunitaria dopo trapianto nell’ospite. Ogni linea cellulare ES (embrionic stem cell) 
deve essere, quindi, in regola con la registrazione del National Institutes of Health 
(NIH) che certifica l'assenza di contaminazioni di questo tipo. 
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3. Compatibilità genetica: spesso i trapianti di cellule ES sono soggetti ad un rigetto 
immunitario. La generazione di linee cellulari di ES geneticamente identiche al 
paziente, attraverso il clonaggio terapeutico è quindi di vitale importanza. 
4. Tipo di cellule per il trapianto: l’utilizzo di una sola dose di cellule ES differenziate, per 
sostituire nell’organismo cellule morte o che stanno morendo, potrebbe essere 
sufficiente per trattare patologie, per le quali l'ambiente dell’ospite è favorevole, questo 
diminuirebbe anche la probabilità di formazione di tumori che risulterebbe maggiore 
trapiantando più dosi di cellule proliferanti. Però, se il paziente soffrisse di una 
patologia degenerativa caratterizzata dalla distruzione delle proprie cellule, anche le 
cellule ES differenziate e trapiantate potrebbero subire lo stesso destino. 
Risulta chiaro, pertanto, che se si otterranno risultati incoraggianti dalle ricerche 
effettuate con l’utilizzo delle cellule staminali adulte, la maggior parte dei problemi etici 
discussi fino ad ora verrebbero evitati. Questo permetterebbe di conseguenza anche 
una più rapida applicazione nelle terapie cellulari umane.  
 
1.1.2 Le Cellule staminali adulte (ASC) 
 
Le cellule staminali adulte sono distribuite nei vari tessuti che compongono l’intero 
organismo ed ognuna presenta comportamenti differenti a seconda del microambiente 
in cui si trova. La loro funzione principale è quella del mantenimento dell’omeostasi 
cellulare e la sostituzione di cellule morte a causa di lesioni o patologie. In molti tessuti 
è presente un numero piuttosto ridotto di cellule staminali, le quali sono localizzate in 
un microambiente specializzato e vascolarizzato detto nicchia . La maggior parte delle 
informazioni riguardanti le cellule staminali adulte provengono da studi effettuati su 
modelli murini che sono in continua evoluzione infatti la lista di tessuti riconosciuti 
come dotati di cellule staminali è in continua crescita. Tra questi possiamo ricordare il 
midollo osseo, il sangue periferico, il tessuto cerebrale, il midollo spinale, i vasi 
sanguigni, la polpa dentaria, il muscolo scheletrico, l’epidermide, gli epiteli dell’apparto 
digerente, la cornea, la retina, il fegato, il pancreas. il liquido amniotico (De Coppi et al. 
2007).  
Attualmente l’attenzione di un numero crescente di ricercatori è focalizzata sull’utilizzo 
delle cellule staminali adulte che fino a poco tempo fa si pensava fossero multipotenti, 
monopotenti o “tissue restricted”, ma a cui oggi sono state attribuite anche proprietà 
pluripotenti (vedi par 1). Gli sforzi della comunità scientifica vertono a sfruttare nel 
migliore dei modi quest’ultima potenzialità al fine di testare trattamenti terapeutici 
innovativi ed efficaci adatti alla cura di diverse patologie anche invalidanti. 
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1.1.3 Sorgenti di cellule staminali adulte  
La ricerca sulle cellule staminali si trova oggi ad affrontare il problema di identificare la 
fonte ideale per un possibile utilizzo come terapia rigenerativa. A causa delle restrizioni 
etiche per quanto riguarda l’utilizzo delle cellule staminali embrionali (4, 5), sono stati 
effettuati numerosi tentativi utilizzati utilizzando tessuti adulti  come fonte di cellule 
pluripotenti per terapie di sostituzione tissutale. Le fonti autologhe, come il midollo 
osseo, le cellule prelevate dal midollo o le cellule pluripotenti residenti nei tessuti 
periferici sono con ogni probabilità una fonte potenzialmente utilizzabile per la 
riparazione tissutale in seguito a danni tissutali estesi. Questo approccio ha l’evidente 
vantaggio di essere al riparo dalle possibili complicazioni derivanti dall’incompatibilità 
immunitaria: tali cellule possono infatti essere prelevate dal midollo osseo, dal rene, dal 
cuore, dal tessuto adiposo o da un altro tessuto del paziente, coltivate ed amplificate, 
portate ad una densità cellulare compatibile con l’estensione del danno tissutale e 
caratterizzate in vitro prima dell’uso, per quanto riguarda il loro potenziale 
differenziativo. Tuttavia lo sviluppo di popolazioni cellulari “personalizzate” che 
possono essere utilizzate solo dal donatore o da soggetti con esso istocompatibili 
rende problematica e molto costosa questa terapia. Inoltre l’uso di cellule che 
appartengono ad una linea differenziativa diversa potrebbe non rappresentare la 
soluzione ideale per quanto concerne l’integrazione anatomica e funzionale all’interno 
del tessuto ricevente. 
Differenze funzionali tra le cellule residenti nel tessuto danneggiato e le cellule 
trapiantate potrebbero rendere più difficile l’integrazione funzionale di queste ultime, 
dando origine ad una zona di tessuto dotata di proprietà autonome rispetto al resto 
dell’organo. 
 
Esistono diverse fonti di cellule staminali adulte: 
• Midollo osseo: Il midollo osseo è caratterizzato dalla presenza di tre diverse 
popolazioni di cellule staminali: cellule staminali ematopoietiche (HSC), cellule 
staminali mesenchimali (MSC) e progenitori endoteliali (EPC). Le HSC sono rare, 
hanno una frequenza di una cellula ogni 10,000. Sono cellule tondeggianti che 
crescono in sospensione, e grazie alla loro elevata capacità differenziativa possono 
dare origine a cellule del sistema ematopoietico e ad altri tipi cellulari quali cellule 
muscolari lisce e scheletriche, quando sottoposte a stimoli adeguati. 
Le MSC sono cellule staminali multipotenti derivate dalla frazione stromale, non 
ematopoietica, del midollo osseo. Inizialmente esse furono identificate come cellule 
con la sola funzione di sostegno per le cellule ematopoietiche e vennero utilizzate 
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come base sulla quale coltivare in vitro le HSC. Solo successivamente furono isolate e 
caratterizzate, e questo ha permesso di osservare che le MSC sono in grado di 
differenziare lungo la via osteoblastica. In vitro, si è visto che le MSC oltre che avere 
un elevata capacità proliferativa sono clonogeniche, cioè sono in grado di formare, 
partendo da una singola cellula, colonie di varie grandezze e densità con morfologia 
fibroblastoide. Le MSC hanno la capacità di differenziare in osteoblasti, condrociti e 
adipociti (Prockop et al., 1997). 
Le EPC costituiscono un' unica popolazione di cellule mononucleate del sangue 
periferico. La maggior parte di queste cellule, se sottoposte ad adeguati stimoli sono in 
grado di differenziare ed entrano nel sistema circolatorio contribuendo al processo di 
angiogenesi e al riparo del tessuto danneggiato. Recenti studi hanno dimostrato che il 
numero e la funzione delle EPC sono collegate direttamente con un miglioramento 
nella rigenerazione endoteliale (Foresta C. et al., 2010). 
Le HSC sono cellule in grado di autoriprodursi e di dare vita ad altre linee cellulari dalle 
quali, in seguito ad un processo maturativo e differenziativo, derivano tutte le cellule 
del sangue: globuli rossi, globuli bianchi e piastrine, sono localizzate principalmente nel 
midollo osseo, ma è possibile reperirle anche nel sangue circolante, in seguito a regimi 
di mobilizzazione. Esse sono presenti anche nel sangue del cordone ombelicale del 
neonato al momento del parto. 
Le HSC e le EPC sembrano derivare apparentemente da un unico precursore 
chiamato emangioblasto. 
• Muscolo scheletrico: presenta cellule staminali muscolari. Queste cellule dette cellule 
satelliti sono normalmente quiescenti e sono localizzate al di sotto della membrana 
basale delle miofibre. Esse sono la principale risorsa di cellule miogeniche per la 
rigenerazione del muscolo scheletrico post-natale. Muschler è stato il fautore del 
temine “progenitori del tessuto connettivo” (CTP) per comprendere un gruppo 
eterogeneo di cellule multipotenti responsabili della riparazione del muscolo 
scheletrico; solo in un secondo momento si è osservato che l’abilità del muscolo 
scheletrico di rigenerarsi dopo una lesione è dovuta alle cellule satellite.  
Le cellule unipotenti satelliti sono cellule quiescenti e costituiscono una piccola 
popolazione (5%) di tutte le cellule presenti nelle fibre muscolari (Mauro A. 1961). 
• Tratto digestivo: presenta cellule staminali intestinali. Nell’esofago la proliferazione 
cellulare è confinata alla base dello strato epibasale. Nello stomaco, l’epitelio è 
ripiegato a formare la ghiandola gastrica e si pensa che le cellule staminali siano 
localizzate subito al di sopra delle fossette. Nell’intestino le cellule staminali sono 
localizzate in nicchie alla base delle cripte (Alison MR and S Islam, 2009). 
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• Pancreas e fegato:  presentano cellule staminali epatiche. Sia il pancreas che il fegato 
originano dall’endoderma; alcuni ricercatori sostengono che sia una singola cellula 
progenitrice responsabile della loro generazione altri invece sostengono che vi siano 
popolazioni multiple di cellule staminali in grado di produrre la molteplicità di cellule che 
compongono il fegato ed il pancreas. (Lumelsky et al., 2001). La questione pertanto 
resta ancora aperta.  
• Pelle: presenta cellule staminali epidermiche che sono deputate al rinnovo dello strato 
più esterno dell’epidermide. Le cellule epiteliali costituiscono circa il 60% delle cellule 
differenziate dell’organismo e rivestono le superfici corporee interne ed esterne, 
pertanto devono essere costantemente rinnovate e sostituite. Per esempio, la 
popolazione cellulare che rinnova l’epitelio dell’intestino crasso risiede all’interno delle 
cripte intestinali e possiede caratteristiche staminali; invece le popolazioni di cellule 
staminali deputate al rinnovamento dell’epidermide sarebbero almeno tre, ognuna 
corrispondente ai tre principali tipi di cellule epiteliali: epidermiche, follicolari e 
ghiandolari. (Ghazizadeh et al., 2001). 
• Ghiandole mammarie: le cellule staminali possono risiedere nello strato di cellule 
apicali come piccole cellule non differenziate. Queste cellule sono in grado di 
aumentare sia le cellule apicali che le cellule mioepiteliali (Alison MR et al., 2009) 
• Rene: il rene ha un basso rinnovamento cellulare (turnover) in condizioni normali, ma 
può rigenerare un epitelio tubulare dopo una lesione. La papilla renale è stata proposta 
come nicchia per le cellule staminali (Alison MR et al., 2009) .  
• Polmone: è stato visto che non c’è solo una singola cellula staminale multipotente per 
l’intero organo ma ci sono differenti popolazioni di cellule staminali localizzate in 
diverse regioni del polmone (parte prossimale e parte distale) (Alison MR et al., 2009).  
• Sistema nervoso centrale: vi sono presenti cellule staminali neurali. Durante lo 
sviluppo le cellule neuroepiteliali generano neuroni e glia (astrociti e oligodendrociti), 
mentre nel cervello adulto un piccolo numero di cellule staminali neuronali sono 
presenti in alcune regioni. La zona subventricolare del ventricolo laterale e del giro 
dentato dell’ippocampo sono le principali sedi della neurogenesi adulta (Alison MR et 
al., 2009). 
• Massa tumorale: è composta da un gran numero di cellule capaci di proliferare solo in 
maniera limitata e da una rara popolazione di cellule in grado di proliferare a lungo e 
mantenere il tumore. Queste cellule sono state identificate come le cellule staminali del 
cancro (CSC). Pertanto il tumore può essere visto come un “organo anomalo”, nel 
quale una piccola popolazione di cellule staminali, che in condizioni fisiologiche 
risultano essere quiescenti, perdono i normali meccanismi di regolazione che 
garantiscono un corretto self-renewal cellulare. Esse danno origine a cellule staminali 
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tumorali che contribuiscono alla crescita e alla progressione del tumore favorendo il 
processo di crescita, sviluppo e progressione del  tumore (Bonnet D. et al., 1997). 
 
1.1.4 Le Cellule staminali mesenchimali (MSC) 
 
Tra le numerose tipologie di cellule staminali adulte, le cellule staminali mesenchimali 
(MSC, Mesenchymal Stem Cells) sono sicuramente tra le più studiate. Le MSC 
residenti nel compartimento stromale del midollo osseo furono identificate per la prima 
volta da Friedenstein (Friedenstein et al 1966) che riuscì a isolare dal midollo osseo di 
ratto cellule progenitrici in grado di differenziare verso la linea osteogenica; solo nel 
1991 queste cellule furono definite “Cellule Staminali Mesenchimali” (Caplan 1991). 
Il midollo osseo, in cui le MSC giocano un ruolo fondamentale nel mantenimento del 
sistema di supporto stromale per le cellule ematopoietiche, rappresenta attualmente la 
fonte maggiormente utilizzata di MSC, tuttavia queste cellule sono state isolate da altri 
tessuti come il periostio (Nakahara et al 1990; Fukumoto et al 2003), le ossa 
trabecolari (N’th et al 2002; Sottile et al 2002; Tuli et al 2003), il tessuto adiposo 
(Gronthos et al 2001; Zuk et al 2002; Rodriguez et al 2005), il cervello (Cameron et al 
1998; Gage 2000), la polpa dentale (Shi et al 2005), i muscoli scheletrici (Jankowski et 
al 2002) e la cute (Toma et al 2001). Il prelievo da midollo osseo presenta alcune 
problematiche che ne limitano l’impiego clinico su larga scala quali l’invasività, la ridotta 
quantità di tessuto prelevabile e la resa cellulare non molto elevata. Per questi motivi la 
possibilità di isolare MSC da siti alternativi appare particolarmente promettente per il 
superamento delle limitazioni connesse all’uso delle BMSC (Bone Marrow Stromal 
Cells). 
Una fonte alternativa particolarmente valida per l’isolamento delle MSC è costituita dal 
tessuto adiposo sottocutaneo che può essere prelevato mediante lipoaspirazione (Zuk 
et al 2002; Gimble et al 2003); questo tessuto è facilmente accessibile e disponibile in 
grandi quantità. La separazione delle MSC dalle altre popolazioni cellulari residenti nel 
tessuto adiposo è una delle problematiche principali da affrontare e proprio per questo 
motivo sono stati condotti numerosi studi volti a identificare marcatori di superficie 
specifici delle cellule staminali mesenchimali; queste molecole di adesione, che 
giocano un ruolo fondamentale nell’interazione con la matrice extracellulare, 
probabilmente consentono il reclutamento delle cellule staminali al sito della lesione in 
modo che le MSC possano svolgere la loro funzione riparativa (Barry 2003). La 
capacità di migrare verso i tessuti danneggiati o i siti di infiammazione è una 
caratteristica fondamentale delle MSC che apre prospettive promettenti per i loro futuri 
impieghi in ambito clinico (Devine et al 2001); questa straordinaria abilità è stata 
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dimostrata in casi di frattura ossea (Devine et al 2002), ischemia cerebrale e infarto del 
miocardio (Saito et al 2002; Forrester et al 2003; Erbs S et al 2007). Studi effettuati per 
chiarire i meccanismi che regolano il processo di homing di MSC impiantate in 
presenza di un danno ischemico cerebrale hanno dimostrato che la chemochina MCP-
1 funge da chemoattrattore reclutando le cellule al sito della lesione (Wang et al 2002); 
è stato inoltre dimostrato che in animali esposti a radazioni  si osservano la migrazione 
e l’espansione delle MSC sia a livello del midollo osseo che a livello della milza, eventi 
che non si osservano in animali non irradiati e che supportano la tesi che queste cellule 
siano reclutate specificamente al sito della lesione (Rombouts et al 2003). Le MSC 
isolate da midollo osseo e da tessuto adiposo possiedono un profilo di espressione 
praticamente identico per quanto riguarda geni tipici delle cellule staminali; entrambe le 
popolazioni cellulari condividono con le cellule staminali embrionali l’espressione di 
alcuni geni tra cui Pou5f1 (Oct4), UTF-1 e Nodal. L’espressione di UTF-1 e Nodal in 
cellule staminali adulte è stata dimostrata solo recentemente supportando l’idea di una 
stretta relazione tra le cellule staminali mesenchimali e quelle embrionali (Peroni et al 
2008; Greco et al 2007). E’ stato dimostrato che MSC isolate da midollo osseo e da 
tessuto adiposo mostrano un’espressione paragonabile di numerosi marcatori di 
superficie (Gronthos et al 2001; Lee et al 2004); le hASC ( human Adipose-derived 
Stem Cells ) esprimono CD13, CD29, CD44, CD49a, CD49b, CD49d, CD54, CD90, 
CD105 e CD117 e a bassi livelli CD49c, CD49f e CD51 e sono caratterizzate 
dall’assenza di CD14, CD45 e CD133. Le MSC esprimono inoltre antigeni di superficie 
come Stro-1 e il complesso maggiore di istocompatibilità MHC di classe I (HLA-ABC), 
ma non quello di classe II (HLA-DR) che è assente anche in MSC differenziate (Le 
Blanc et al 2003). L’assenza di HLA-DR e la ridotta espressione di molecole co-
stimolatorie spiegano la scarsa immunogenicità delle MSC e la ridotta incidenza di 
rigetto nei trapianti autologhi e eterologhi (Barry et al 2003; Majumdar et al 2003); 
inoltre le MSC possiedono la capacità di sopravvivere e differenziare in modelli di 
trapianto xenogenico (Wang Y et al.2007) e di down-regolare la proliferazione dei 
linfociti T (Di Nicola et al 2002) caratteristiche molto importanti in vista di un loro 
possibile impiego in trapianti allogenici. Uno studio recentissimo ha dimostrato che 
MSC, isolate da midollo osseo e selezionate in base all’espressione del marcatore 
Stro-1, co-trapiantate con cellule staminali ematopoietiche riducono l’incidenza della 
GvHD (Graft versus Host disease); potrebbe essere particolarmente utile, quindi, 
impiegare questa popolazione cellulare per sopprimere la reazione immunitaria del 
paziente in seguito a un trapianto allogenico (Nasef et al 2009). Un’importante 
caratteristica delle MSC, è la loro capacità di differenziare, se poste in opportune 
condizioni di crescita, nei tipi cellulari presenti nei tessuti di origine mesodermica quali 
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osso, cartilagine, tessuto adiposo, muscoli, cute e tendini attraverso il cosiddetto 
processo mesengenico (Caplan 1994; Prockop et al 1997). 
 
Figura 3: Processo mesengenico (Rios et al 2007) 
Inizialmente si pensava che le MSC fossero in grado di differenziare esclusivamente 
verso linee cellulari della stessa derivazione embrionale del proprio tessuto di origine, 
ma negli ultimi anni numerosi studi hanno dimostrato che queste cellule possiedono un 
elevato tasso di plasticità (Caplan 1991; Verfaillie 2002; Filip et al 2004) e sono capaci 
non solo di rigenerare i tessuti tipici del mesoderma, ma anche di transdifferenziare in 
cellule derivate dall’ectoderma, come i neuroni (Kingham et al 2007), o dall’endoderma, 
come gli epatociti e le cellule β delle isole pancreatiche (Jiang et al 2002; Baksh et al 
2004; Chen et al 2004). 
 
Figura 4 : Potenziale multidifferenziativo delle ASC (Morizane et al 2008) 
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Oltre ad un notevole potenziale differenziativo, le MSC possiedono altre importanti 
proprietà tra cui l’abilità di mantenere la propria capacità proliferativa e lo stato 
indifferenziato per numerose generazioni durante l’espansione in vitro (Bruder et al 
1997). Molti ricercatori stanno attualmente lavorando per migliorare ancora di più 
l’efficienza sia dell’ espansione che del differenziamento delle MSC in vitro; da questo 
punto di vista la crescita all’interno dei bioreattori costituisce una strategia 
particolarmente promettente che consente alle cellule di proliferare e differenziare in un 
ambiente dinamico altamente controllato in condizioni fisiologiche più simili a quelle 
dell’organismo. Uno studio molto recente propone un metodo di coltura delle MSC 
particolarmente innovativo in cui la superficie su cui crescono le cellule viene 
aumentata gradualmente durante la proliferazione cellulare; in questo modo la densità 
cellulare viene mantenuta costante e si previene l’inibizione della crescita mediata dal 
contatto cellula-cellula. Questo tipo di coltura consente di ottenere dopo 9 settimane di 
coltura un numero di MSC dieci volte superiore rispetto a quello che si ottiene 
mediante la coltura statica tradizionalmente usata (Majd et al 2009). Le MSC 
possiedono quindi numerose caratteristiche che le rendono candidate ideali per 
applicazioni nell’ambito dell’ingegneria tissutale, tuttavia uno dei temi più controversi 
rimane la capacità di queste cellule di modulare la crescita tumorale. Alcuni studi 
supportano l’ipotesi che le MSC siano in grado di inibire la crescita tumorale: in 
particolare è stato dimostrato per la prima volta nel 1999 che le MSC coiniettate con 
cellule di melanoma B16 in un topo inibiscono la crescita del tumore (Maestroni et al 
1999); questa osservazione è stata avvalorata da studi condotti in diversi modelli 
animali (Ohlsson et al 2003; Pisati et al 2007). Più recentemente è stato dimostrato che 
MSC umane sono in grado di esercitare una potente azione antitumorale attraverso il 
contatto diretto cellula-cellula in un modello sperimentale di sarcoma di Kaposi: l’effetto 
inibitorio dipende dalla capacità delle MSC di down-regolare nelle cellule tumorali 
l’attività della protein-chinasi Akt; questa scoperta indica che i tumori umani 
caratterizzati dalla deregolazione di Akt potrebbero essere target specifici delle 
proprietà antitumorigeniche delle MSC (Khakoo et al 2006). Altri studi invece hanno 
dimostrato che le MSC sono in grado di supportare la crescita tumorale (Zhu et al 
2006; Gunn et al 2006); questa capacità potrebbe dipendere sia dall’effetto 
immunosoppressivo delle MSC che dalla loro abilità nel promuovere l’angiogenesi che 
è un evento chiave nello sviluppo del cancro e nel processo di metastatizzazione (Sun 
et al 2005). A supporto di questo lavoro, un altro studio ha inoltre dimostrato che cellule 
staminali mesenchimali isolate da midollo osseo possono, in opportune condizioni di 
crescita, assumere caratteristiche simili a quelle dei CAF (Carcinoma-Associated 
Fibroblasts) sia dal punto di vista fenotipico che funzionale; queste cellule, 
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analogamente ai CAF, esprimono elevati livelli di SDF-1 e sono capaci di promuovere 
la crescita tumorale sia in vitro che in un modello in vivo in cui vengono coimpiantate 
insieme a cellule tumorali (Mishra et al 2008). 
 
1.1.5    Potenziale differenziativo delle MSC  
 
Sia le cellule staminali embrionali che le cellule staminali mesenchimali sono in grado 
di differenziare verso linee cellulari di diversi tessuti e organi e, per questo motivo, 
rappresentano un supporto essenziale per la rigenerazione tissutale (Blau et al., 2001; 
Seaberg & van der Kooy, 2003; Shostak, 2006). Il processo differenziativo richiede la 
sincronizzazione di due eventi contrapposti tra loro quali la repressione e l’up-
regolazione di geni che determinano rispettivamente il mantenimento dello stato di 
staminalità o il differenziamento verso una determinata linea cellulare (Zipori, 2004); 
questo processo è anche determinato da cambiamenti della struttura della cromatina 
che mediano il legame di diversi regolatori genici ai promotori tessuto-specifici.  
Durante lo sviluppo dell’apparato scheletrico, la formazione dell’osso e della cartilagine 
è determinata da progenitori mesenchimali (Benayahu et al., 2007; Pittenger et al., 
1999); nell’adulto, il differenziamento di cellule staminali mesenchimali del midollo 
osseo verso la linea condrogenica e osteogenica, è regolato dalle proteine Sox, 
Runx2/Cbfa1 e Osterix/Osx , fattori trascrizionali che regolano l’espressione di diversi 
geni tessuto-specifici. Diversi studi hanno inoltre dimostrato che le BMSC sono in 
grado di differenziare anche verso la linea miogenica (mediante la presenza di fattori 
trascrizionali muscolo-specifici (MRF) quali: Myf5, MyoD, miogenina e MRF4) e 
adipogenica (Asakura, 2003; Ferrari et al., 1998; Gussoni et al., 1999; LaBarge & Blau, 
2002).  
Alterazioni nel signaling a causa di malfunzionamenti nei meccanismi cellulari causati 
dall’invecchiamento dell’organismo o di una de-regolazione dei pathways metabolici, 
possono deviare le BMSC dal loro destino osteogenico e miogenico e indurre il loro 
differenziamento verso la linea adipogenica (Benayahu et al., 2000, 2007; Brack et al., 
2007; Sekiya et al., 2004; Shefer et al., 2004).  
L’attivazione o la repressione dei diversi processi differenziativi è dunque soggetta allo 
stato on-off di specifici set di geni determinato dall’interazione di fattori trascrizionali 
specifici con le loro sequenze regolatrici. Il grado di condensazione della cromatina 
riveste un ruolo di primaria importanza per il commitment delle cellule staminali 
(Benayahu et al., 2008), infatti, quando la cromatina si trova in uno stato altamente 
condensato, le sequenze regolatrici dei geni non sono accessibili al complesso 
trascrizionale e, per tale motivo, rimangono silenti.  
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Il destino delle cellule staminali è controllato pertanto da specifici segnali, presenti nella 
nicchia in cui le cellule risiedono, che influenzano i fattori responsabili del 
rimodellamento della cromatina (chromatin-remodeling complexes) regolando 
l’espressione genica (Benayahu et al., 2007-2008); tuttavia non è ancora stato chiarito 
quale sia il momento esatto in cui questi complessi vengono reclutati per permettere la 
trascrizione dei geni tessuto-specifici. 
 
Figura 5: Schema del differenziamento miogenico, osteogenico, condrogenico e adipogenico di 
cellule MSC (Benayahu et al., 2008) 
 
  
Il differenziamento condrogenico e osteogenico è regolato durante gli stadi precoci da 
due diversi pathways, Wnt/β-catenina e BMP (Gregory et al., 2005; Zelzer et al., 2001); 
nelle MSC Wnt/β-catenina attiva Runx2 inducendo il differenziamento osteogenico 
(Gaur et al., 2005; Krishnan et al., 2006), mentre BMP2 induce l’espressione di Nkx3.2 
e Sox9 e reprime quella di Runx2 indirizzando le cellule verso la linea condrogenica.  
I recettori degli ormoni steroidei partecipano al rimodellamento dello stato della 
cromatina agendo su specifici fattori che attivano o reprimono l’espressione di geni 
durante il differenziamento osteogenico. Anche l’acido retinoico e gli estrogeni giocano 
un ruolo importante nel differenziamento osteogenico delle MSC e nello sviluppo del 
tessuto scheletrico; infatti, CHD9 interagisce con il recettore dell’acido retinoico (RXR) 
che regola i fattori trascrizionali Sox9 e Runx2 (Weston et al., 2003).  
La formazione di osso e cartilagine richiede dunque l’intervento di molteplici 
meccanismi molecolari. Lo studio degli eventi che controllano i fattori trascrizionali dei 
diversi pathway e delle modifiche a livello epigenetico coinvolte nel differenziamento 
delle cellule staminali mesenchimali, potrebbe permettere l’identificazione delle cause 
che determinano l’insorgenza di patologie a livello dell’apparato scheletrico e lo 
sviluppo di nuove strategie diagnostiche e terapeutiche.  
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1.1.6   MSC e Invecchiamento 
 
L’invecchiamento è l’insieme di tutti quei processi che portano ad una diminuzione dei 
meccanismi rigenerativi di un organismo multicellulare (Sames e Stolzing, 2005). 
Concettualmente esso può essere distinto dalla senescenza replicativa che è un 
arresto irreversibile della divisione cellulare (Campisi, 2000) ed è determinata dalla 
repressione di geni coinvolti nella progressione del ciclo e da un’ up-regolazione degli 
inibitori del ciclo cellulare che causano un arresto irreversibile in fase G1 (Sethe et al., 
2005).  
La maggior parte delle cellule umane adulte compie 50-60 divisioni cellulari prima di 
entrare in senescenza; questa limitata capacità replicativa, detta “Hayflick limit” in 
nome del ricercatore che la studiò (Hayflick, 1965), è probabilmente determinata dalla 
perdita ciclica delle sequenze telomeriche ad ogni divisione cellulare (Valerie et al., 
2008).  
Le cellule staminali embrionali possiedono la capacità di auto-mantenersi (self-renewal 
ability) e, contrariamente alle cellule adulte, esprimono alti livelli di telomerasi (Zeng et 
al., 2007). Tuttavia, sia cellule ES umane che murine, quando coltivate in vitro per 
lungo tempo, acquisiscono alterazioni genetiche che ne limitano le potenzialità alla sola 
capacità di auto-mantenimento determinando, quindi, la perdita del loro potenziale 
differenziativo (Baker et al., 2007). E’ stato comunque osservato che ES coltivate in 
condizioni di crescita che promuovono la capacità di auto-mantenimento ma 
impediscono il differenziamento cellulare, quando iniettate in blastocisti riacquisiscono 
la capacità differenziativa e sono in grado di partecipare al normale programma di 
sviluppo dei tre foglietti embrionali (Smith et al., 2001).  
La capacità di self-renewal delle cellule staminali mesenchimali adulte è necessaria sia 
per il mantenimento dell’omeostasi di tessuti che necessitano giornalmente di un’alta 
produzione di cellule differenziate, per esempio il sistema ematopoietico e l’epitelio 
della pelle e dell’intestino, sia per i tessuti che non necessitano di un turnover cellulare 
così elevato, come SNC e fegato, dove intervengono nei meccanismi riparativi 
(Weissman, 2000). Tuttavia, in molti tessuti di mammifero, con l’avanzare dell’età 
dell’organismo, si osserva un declino di questa capacità rigenerativa causata, 
presumibilmente, da una perdita di funzionalità delle cellule staminali stesse e da una 
conseguente riduzione nella capacità di generare cellule progenitrici e differenziate, 
fattori che compromettono la vitalità di un tessuto o di un organo. Non è ancora del 
tutto chiaro se tale processo sia causato dall’invecchiamento cellulare, ma è tuttora 
valida l’ipotesi secondo cui un accumulo di cellule senescenti contribuisca 
all’invecchiamento; il processo di senescenza permetterebbe, probabilmente, 
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l’eliminazione di quelle cellule che presentano danni al DNA e che, per tale motivo, 
compromettono l’integrità dell’organismo (Sharpless et al., 2007). E’ stato, inoltre, 
osservato che la deplezione di MSC contribuisce all’insorgenza di patologie 
degenerative di numerosi tessuti inclusi cervello, fegato, pelle ed ossa; una riduzione 
del numero e dell’efficienza delle MSC potrebbe quindi essere coinvolta nella 
degenerazione dei tessuti che si osserva durante l’invecchiamento (Rao & Mattson, 
2001).  
Normalmente le MSC in vivo rimangono in stato quiescente per prolungati periodi di 
tempo e, in risposta a specifici segnali, promuovono la rigenerazione e la riparazione 
dei tessuti danneggiati da traumi o patologie. Questo suggerisce che le cellule 
staminali mesenchimali regolino il loro ciclo cellulare in modo diverso rispetto ad altri 
tipi cellulari (Rubin, 2002). Le MSC sono in grado di espandersi notevolmente in 
coltura, ma non sono immortali e la senescenza cellulare in vitro è stata riportata in 
diversi studi (Digirolamo et al., 1999; Banfi et al., 2002) ed è dipendente dal numero di 
divisioni cellulari (von Zglinicki et al., 2005) e dal progressivo accorciamento dei 
telomeri (Bonab et al., 2006; Stenderup et al., 2003).  
Diversi studi hanno investigato l’effetto dell’età del donatore sulla capacità proliferativa 
delle MSC dimostrando una riduzione di tale capacità in MSC isolate da donatori 
anziani (Baxter et al., 2004; Stenderup et al., 2003). Infatti, mentre le cellule isolate da 
donatori giovani hanno una vita cellulare di 30-40 divisioni, il potenziale proliferativo di 
cellule isolate da donatori anziani si riduce a 20. La capacità proliferativa delle MSC 
sembra quindi venir persa in maniera inversamente proporzionale all’età del donatore  
(Bellantuono et al., 2009). 
E’ stato dimostrato che MSC isolate da donatori anziani quindi con una bassa capacità 
proliferativa presentano un aumento delle dimensioni cellulari e telomeri più corti 
rispetto alle cellule isolate da donatori più giovani (Baxter et al., 2004; Stenderup et al., 
2003, Stolzing et al., 2008; Guillot et al., 2007; Mareschi et al., 2006). Un altro fattore 
responsabile dell’insorgenza in vitro della senescenza cellulare delle MSC è la bassa 
attività della telomerasi (Wright et al., 2002), enzima che sintetizza le sequenze 
telomeriche mancanti. L’attività telomerasica è stata osservata in cellule staminali 
embrionali (Thomson et al., 1998), in cellule staminali adulte come le cellule staminali 
ematopoietiche (Chiu et al., 1996), in cellule staminali neuronali (Ostenfeld et al., 
2000), in cellule staminali della pelle e delle cripte intestinali (Forsyth et al., 2002) e 
viene persa in seguito al differenziamento (Armstrong et al., 2000; Forsyth et al., 2002; 
Ravindranath et al., 1997). Al contrario, diversi studi hanno dimostrato che la 
telomerasi non è espressa in cellule MSC mantenute in coltura (Simonsen et al., 2002; 
Zimmerman et al., 2003): è possibile che, una sottopopolazione di MSC esprima tale 
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enzima in vivo e che, in seguito all’isolamento e alla crescita in vitro, l’espressione della 
telomerasi venga down-regolata (Bellantuono et al., 2009).  
 
1.1.7    Le MSC come mediatori trofici 
 
Oltre alla risposta a stimoli tissutali e al successivo differenziamento le MSC sono 
anche in grado di sintetizzare un ampio spettro di fattori di crescita e citochine che 
hanno un profondo effetto sulle dinamiche cellulari locali. A livello del midollo osseo, 
infatti, non solo rappresentano un importante substrato per l’ancoraggio delle HSC, ma 
sono anche in grado di sostenere l’emopoiesi attraverso il rilascio di citochine 
ematopoietiche (Dexter et al. 1990; Majumdar et al. 1998). 
Le capacità di superare la barriera emato-encefalica (BEE) (Kopen et al. 1999) e di 
migrare nella zona cerebrale lesa (Chen et al., 2001a e b) potrebbero permettere alle 
MSC di promuovere un recupero funzionale anche di aree danneggiate distinte dal 
tessuto di appartenenza, come appunto a livello del SNC. In particolare due studi di 
Chen e coll. (2003) e di Li e coll. (2005) ipotizzano che l’azione delle MSC si basi 
prevalentemente sulla prevenzione della completa degenerazione del tessuto leso (in 
seguito ad ischemia ed aneurisma) piuttosto che sulla potenziale sostituzione delle 
cellule danneggiate (neuroni e astrociti) e sulla loro integrazione nei circuiti neurali. Tra 
gli effetti indotti da tali cellule staminali sono compresi, in generale, la riduzione 
dell’apoptosi, la promozione dell’angiogenesi, l’aumento dei livelli di espressione del 
fattore basale di crescita dei fibroblasti (bFGF) che stimola proliferazione, migrazione e 
differenziamento di vari tipi cellulari cerebrali (Gerdes et al., 1992) e la riduzione dello 
spessore cicatriziale, che rappresenta un rilevante impedimento alla rigenerazione 
assonale (Groves et al., 1993). 
Si ritiene sempre più insistentemente che tale funzione sia riconducibile al rilascio di 
fattori solubili o bioattivi (fattori di crescita, citochine) indotto dall’interazione MSC-
microambiente lesionato. Infatti è stato dimostrato che le MSC producono il fattore di 
crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) (Majumdar et al. 1998; Villars et al. 2000), che 
è in grado di ridurre il danno cerebrale da ischemia, diminuendo il volume della regione 
infartuata e la formazione dell’edema. Inoltre, esse sono in grado di rilasciare, bFGF, 
BDNF e NGF (Labouyrie et al. 1999; Chen et al. 2002a e b), la cui secrezione viene 
incrementata, in cellule mantenute in vitro, in seguito a esposizione di un terreno 
condizionato dall’estratto cerebrale danneggiato (Chen et al 2002a). 
Recentemente, è stata condotta un’analisi quantitativa dei livelli di espressione di 
neurotrofine in relazione agli effetti sulla sopravvivenza e sulla neuritogenesi di cellule 
di neuroblastoma e nervi periferici (Crigler et al. 2006). Da questi esperimenti è emerso 
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che i livelli di espressione dei trascritti di BDNF e NGF sono ristretti a specifiche 
sottopopolazioni, o sottocloni, di MSC e che tali livelli correlano con la capacità di 
promuovere sopravvivenza cellulare e neuritogenesi stessa. D’altro canto tali 
neurotrofine, da sole, non sono in grado di mediare tutti i potenziali effetti delle MSC; 
infatti l’analisi del loro “trascrittoma” ha evidenziato l’espressione di altre molecole che 
potrebbero essere coinvolte, tra le quali: fattori che inducono la crescita di neuriti, 
molecole che facilitano l’adesione di cellule neuronali, molecole che guidano lo 
sviluppo assonale e recettori per neurotrasmettitori (Crigler et al. 2006). 
Un altro effetto mediato dai fattori trofici rilasciati dalle MSC potrebbe coinvolgere un 
potenziamento della proliferazione di cellule staminali e di progenitori neurali endogeni. 
A livello di due regioni cerebrali discrete, la zona subgranulare (SGZ) del giro dentato 
dell’ippocampo e la zona subventricolare (SVZ) del ventricolo laterale con la sua 
proiezione fino al bulbo olfattivo, è stata confermata una persistente neurogenesi 
anche nell’età adulta (Ming e Song, 2005). In aggiunta, è risultato che la 
sovraespressione di BDNF nella zona ventricolare di ratti adulti induce un reclutamento 
di progenitori endogeni a livello del bulbo olfattivo (Benraiss et al., 2001), mentre VEGF 
e bFGF stimolano la neurogenesi nell’ippocampo e nella SVZ (Jin et al., 2002b; Liu et 
al., 1994). 
Più recentemente, uno studio di Kang e coll. (2003) ha suggerito che anche le cellule 
mesenchimali isolate da un’altra sorgente, quale il tessuto adiposo, mostrano il 
potenziale trofico sulle cellule neurali staminali (NSC) in vitro. Infine, è stato 
evidenziato che un possibile effetto del trattamento con MSC in topi lesionati a livello 
cerebrale possa coinvolgere il potenziamento della risposta degli astrociti reattivi a 
lungo termine; il maggior reclutamento e l’aumentata proliferazione di tali astrociti 
guiderebbe la rigenerazione assonale nella zona subventricolare (Li et al. 2005). 
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2. Cellule del sistema nervoso centrale 
 
Nel sistema nervoso centrale esistono diversi tipi cellulari, i principali sono: 
 cellule nervose (o neuroni) che costituiscono la principale fonte di messaggi 
trasmessi dal sistema nervoso 
 cellule gliali (o glia) che sono gli elementi di sostegno. 
 
2.1 Le cellule gliali 
 
Le cellule gliali del sistema nervoso dei vertebrati si suddividono in due classi principali: 
1. La microglia costituisce dal 5 al 20% della popolazione totale di cellule del SNC 
(Santambrogio et al., 2001); essa svolge il ruolo di prima e principale difesa immunitaria 
attiva nel SNC. La microglia regola e mantiene l’omeostasi del tessuto nervoso 
proteggendo i neuroni in caso di insulto. Le cellule della microglia si muovono all’interno 
del SNC: questa caratteristica permette loro di spostarsi per raggiungere e contrastare 
la presenza di agenti patogeni, detriti, placche e neuroni danneggiati. In seguito a 
lesioni, infezioni e disturbi la microglia interviene rapidamente per prevenire un danno 
potenzialmente fatale. Anche la velocità di reazione della microglia si deve alla sua 
plasticità strutturale e alla grande sensibilità anche ai più piccoli cambiamenti 
nell’omeostasi extracellulare di fattori quali, ad esempio, la concentrazione del potassio. 
Sono stati identificati due stati strutturali in cui si può trovare la microglia: resting e 
attivata. Il passaggio dalla forma resting a quella attivata, caratterizzato anche da un 
cambio morfologico da una forma ramificata ad una forma ameboide,  si riscontra ogni 
qualvolta la microglia risponde ad uno stimolo di tipo infiammatorio. Oltre a svolgere il 
ruolo di componente cellulare immunocompetente del SNC, la microglia è in grado di 
interagire con le cellule neuronali comunicando con esse e influenzandone direttamente 
alcune funzioni sia in condizioni fisiologiche che patologiche (Moriguchi et al., 2003). 
Quando si verifica un danno reversibile irreversibile a livello neuronale, la microglia 
acquisisce un fenotipo neurodegenerativo nei confronti nei neuroni ormai compromessi, 
per preservare l’integrità complessiva del tessuto nervoso. . In questi ultimi anni sono 
stati utilizzati numerosi modelli animali per dimostrare quale ruolo fondamentale svolge 
la microglia nello sviluppo del SNC; in questi modelli animali caratterizzati da una 
popolazione  microgliale alterata, sono state successivamente riscontrate diverse 
pesanti alterazioni nel SNC maturo (Roumier et al., 2004). Ciò accade perché la 
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microglia apporta un contributo fondamentale per la sinaptogenesi e per il ripristino 
dopo un eventuale danno. 
2. La macroglia invece è composta principalmente da tre tipi cellulari predominanti nel 
sistema nervoso: gli oligodendrociti, le cellule di Schwann e gli astrociti. 
Gli oligodendrociti (fig. 5) e le cellule di Schwann sono cellule piccole fornite di un 
numero limitato di processi. Entrambi questi tipi cellulari svolgono l’importante funzione 
di isolare gli assoni formandovi attorno, con i loro processi, una guaina di mielina che li 
circonda concentricamente in strette spirali. Gli oligodendrociti, che sono presenti nel 
SNC possono avvolgersi attorno a numerosi tratti internodali (15 in media) mentre le 
cellule di Schwann del sistema nervoso periferico (SNP), al contrario, circondano 
ciascuna un unico tratto internodale di un solo assone. Anche la composizione chimica 
della mielina elaborata dagli oligodendrociti e dalle cellule di Schwann è alquanto 
diversa. 
           
Figura 6: Morfologia dell’oligodendrocita 
A: http://sante-mediresource.sympatico.ca/ms_science.aspchannel. html 
B: Fields and Stevens-Graham, 2002 
Gli astrociti, che costituiscono il tipo più numeroso di cellule gliali, devono il proprio 
nome alla forma irregolare e vagamente stellare dei loro corpi cellulari. (fig. 6). 
Esistono due classi di astrociti: astrociti di tipo 1 e astrociti di tipo 2. 
o gli astrociti di tipo 2 e gli oligodendrociti differenziano durante il periodo post-natale da 
un precursore comune. 
o gli astrociti di tipo 1 invece differenziano durante lo sviluppo embrionale 
da un precursore cellulare diverso rispetto al precedente. 
Raff et al. nel 2001 hanno osservato che lo sviluppo della cellula progenitrice degli 
astrociti di tipo 2 e degli oligodendrociti è controllato da segnali provenienti dagli 
astrociti di tipo 1. Infatti, quando tali cellule progenitrici vengono messe in coltura in 
assenza di astrociti di tipo 1 esse cessano di proliferare e differenziano 
B A 
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immediatamente, mentre in presenza di astrociti di tipo 1 continuano la loro 
proliferazione. Questo sembra che avvenga perché gli astrociti di tipo 1 secernono dei 
fattori fondamentali per la proliferazione di queste cellule progenitrici; uno di questi 
fattori è il PDGF. 
Anche la determinazione del differenziamento degli astrociti di tipo 2 rispetto agli 
oligodendrociti è regolata dagli astrociti di tipo 1. Le cellule progenitrici in colture 
mantenute in terreni privati del siero, infatti, differenziano in oligodendrociti mentre in 
presenza di  proteine rilasciate dagli astrociti di tipo 1, come il fattore ciliare 
neurotrofico (CNTF), differenziano in astrociti di tipo 2 (Kandel et al., 1991). 
2.1.1 Ruolo degli astrociti   
 
Gli astrociti hanno un ruolo fondamentale nella modulazione dell’attività neuronale sia 
in condizioni fisiologiche che in condizioni patologiche  assumono un ruolo importante 
nello sviluppo e nell’attività cerebrale ma anche nelle patologie del sistema nervoso.  
al Inizialmente, agli astrociti veniva riconosciuto solamente un ruolo di supporto 
strutturale nel SNC con la produzione di svariati fattori neurotrofici e di elementi nutritivi 
necessari al sostentamento dei neuroni. Oggi a queste cellule sono attribuite svariate 
funzioni modulatorie e vengono classificate in base alle forme, alla locazione e alla 
funzione che svolgono (Barres, 2008). 
La principale funzione degli astrociti è rappresentata dalla loro capacità di mantenere 
costante la concentrazione extracellulare degli ioni potassio negli spazi intercellulari 
che separano i neuroni: in seguito alla depolarizzazione indotta dal potenziale d’azione, 
gli ioni potassio fuoriescono dalla cellula; una scarica di potenziali d’azione a frequenza 
elevata può determinare perciò un aumento della concentrazione extracellulare di 
potassio in grado di interferire con le proprietà di scarica dei neuroni vicini. In questi 
casi gli astrociti possono assumere l’eccesso di potassio per via della loro elevata 
permeabilità verso questi ioni e proteggere in tal modo i neuroni circostanti (Howe et 
al., 2008). Insieme alla concentrazione del potassio viene regolata finemente anche 
quella del sodio. Questi ioni sono prelevati dal microambiente e rilasciati nel torrente 
circolatorio. Questo meccanismo è necessario in quanto in seguito a intensa attività 
sinaptica si possono verificare squilibri nelle diverse specie ioniche nel microambiente. 
Se questa condizione non viene arginata e corretta si può sviluppare uno stato di 
depolarizzazione cronica neuronale. Mantenendo quindi la corretta omeostasi 
extracellulare, gli astrociti preservano la funzionalità elettrica dei neuroni (Shibuki et al., 
1996). 
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Figura 7: Morfologia ed interazioni dell’astrocita all’interno del SNC. 
A: http://library.thinkquest.org/C0126536/main.phpcurrentchap=1currentsect=neuron.htm 
B: Fields and Stevens-Graham, 2002 
 
Gli astrociti sono anche in grado di captare i neurotrasmettitori liberati dalle 
terminazioni sinaptiche, contribuendo così a regolare l’attività neuronale,. Per esempio 
nel caso del glutammato,  questo viene recuperato dallo spazio extra cellulare dagli 
astrociti, trasformato in glutammina, amminoacido non eccitatorio e rilasciata nello 
spazio extracellulare. La glutammina verrà recuperata dal neurone che la utilizzerà per 
la sintesi del glutammato (Bacci et al., 1995). 
Oltre alle già citate funzioni, alle cellule astrogliali è attribuita una notevole importanza 
nel guidare la migrazione dei neuroni durante lo sviluppo del sistema nervoso (glia 
radiale) e nel regolare la formazione del contatto sinaptico (sinaptogenesi). 
Il ruolo della glia nel promuovere la sinaptogenesi è stato suggerito da risultati ottenuti 
su colture primarie di cellule corticali mediante approcci elettrofisiologici (Pfrieger et al., 
1997). È stata osservata una differente efficienza nella formazione di contatti sinaptici 
funzionali in colture di neuroni ippocampali cresciuti in presenza o in assenza di cellule 
gliali, con un aumento del numero di sinapsi in colture cresciute a diretto contatto con le 
cellule gliali. 
2.2 Le cellule neuronali (I Neuroni) 
Il neurone è l’unità elementare strutturale e funzionale del SNC (fig.7). Il sistema 
nervoso centrale contiene un numero molto elevato di neuroni (all’incirca 1011) 
classificabili in differenti tipi in base alla natura del segnale che ricevono o che 
generano, ma quasi tutti riconducibili ad un modello strutturale generale.  
 
A 
B 
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Essi infatti sono caratterizzati da: 
•  un corpo cellulare, detto soma 
•  dendriti  
•  assone 
I dendriti ricevono segnali a livello dei contatti sinaptici e li propagano in direzione 
centripeta (verso il soma). A differenza dell' assone i dendriti non sono dei buoni 
conduttori dei segnali nervosi i quali tendono a diminuire di intensità nel corso 
della propagazione. L'assone conduce invece il segnale in direzione centrifuga. È 
un ottimo conduttore grazie alla possibilità di generare il potenziale d’azione, ha 
un diametro uniforme e non contiene ribosomi. La parte finale dell' assone è 
un'espansione detta bottone terminale. Attraverso i bottoni terminali un assone 
può prendere contatto con i dendriti o il corpo cellulare di altri neuroni affinché 
l’impulso nervoso venga trasmesso ed elaborato lungo un circuito neuronale. La 
struttura del neurone può quindi essere semplificata rappresentandola tramite un 
modello che lo suddivide in quattro parti funzionali: un elemento di ingresso (o 
recettivo) e/o di elaborazione (dendriti e soma), uno d’innesco (cono di 
emergenza), uno di conduzione a distanza (l’assone) e un elemento di uscita o 
secretorio (il terminale sinaptico) (Kandel; Blackmore e Letourneau, 2006). 
 
Figura 8: Domini strutturali del neurone http://www.kensbiorefs.com/humphy.html 
 
2.2.1 Stadi di sviluppo di Neuroni in coltura 
Piastrando su vetrino neuroni embrionali a bassa densità, nel 1988 Dotti nel laboratorio 
di Banker (Dotti et al., 1988) ha identificato la sequenza morfologica di eventi 
responsabili della trasformazione dei neuroni ippocampali in cellule polarizzate e 
funzionalmente mature. Tale sviluppo può essere suddiviso in 5 fasi fondamentali: 
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1) formazione di lamellipodi (stage 1): le cellule, quando messe in coltura, in seguito 
alla dissociazione, sono fondamentalmente sferiche, prive di processi e richiedono 
qualche ora per aderire al substrato (Banker et al., 1977); il primo cambiamento 
morfologico è rappresentato dalla comparsa di strutture appiattite intorno alla 
circonferenza del corpo cellulare definite lamellipodi. Tali strutture non sono state 
ritrovate in vivo quindi la loro comparsa in coltura potrebbe essere un adattamento alla 
crescita su un substrato artificiale e bidimensionale. 
2) sviluppo di processi minori (stage 2): durante questa fase i lamellipodi si trasformano 
in corti e distinti processi che vengono definiti processi minori. Essi appaiono cilindrici 
in sezioni trasversali e a livello delle loro terminazioni sviluppano dei coni di crescita. 
3) formazione e sviluppo dell’assone (stage 3): dopo la comparsa dei processi minori, 
uno di questi inizia a crescere con una velocità che risulta 5-10 volte maggiore rispetto 
agli altri: tale processo è quello che diventerà poi l’assone. Da questo momento il 
neurone si può definire polarizzato. L’assone è dotato di numerose e sottili protrusioni 
per tutta la sua lunghezza denominate filopodi e possiede alla sua estremità un 
prominente cono di crescita. Quasi tutti i processi minori possiedono, appena emessi, 
la capacità di diventare un assone e solo quando viene stabilità l’identità definitiva 
assonale, i rimanenti prolungamenti perdono questa capacità. 
4) crescita dei dendriti (stage 4): anche i dendriti si sviluppano a partire dai processi 
minori, ma qualche giorno dopo l’assone, questo è stato confermato anche in studi 
effettuati in vivo (Nowarowski et al., 1979). I dendriti però crescono tutti 
contemporaneamente e più lentamente rispetto all’assone. 
5) maturazione di arborizzazioni assonali e dendritiche e formazione dei contatti 
sinaptici (stage 5): durante questa fase i processi assonali e dendritici dei diversi 
neuroni presenti sul vetrino crescono fino a formare una fitta rete di prolungamenti con 
la formazione di sinapsi funzionalmente attive. In questa fase vi è un cambiamento nel 
controllo dello sviluppo più che una semplice e qualitativa modificazione 
dell’organizzazione cellulare. 
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Figura 9: Stadi di sviluppo del neurone in coltura [Dotti et al. (1988)] 
La polarizzazione sembra, perciò, essere un processo intrinseco dello sviluppo 
neuronale, che si basa sull’organizzazione interna della cellula stessa e si verifica 
apparentemente in assenza di segnali esterni. 
2.2.2 La sinapsi 
 
La comunicazione tra neuroni avviene attraverso le sinapsi che rappresentano 
giunzioni intercellulari asimmetriche, altamente specializzate e caratterizzate da una 
stretta apposizione tra la membrana plasmatica presinaptica e quella postsinaptica: le 
terminazioni assonali si espandono, formando rigonfiamenti definiti compartimenti 
presinaptici o bottoni sinaptici. Essi sono caratterizzati dalla presenza di clusters di 
vescicole contenenti neurotrasmettitori, definite vescicole sinaptiche (VS). Il 
compartimento postsinaptico, invece, si distingue per l‘accumulo di recettori che legano 
specificatamente tali neurotrasmettitori, una volta rilasciati nello spazio intersinaptico. 
Il meccanismo di trasmissione del segnale fra neuroni, quindi, può essere così 
schematizzato: in seguito a stimolazione, le VS si fondono con specifiche regioni della 
membrana presinaptica (zone attive), rilasciano il loro contenuto nello spazio sinaptico 
e trasmettono la loro informazione, in seguito a interazione con gli specifici recettori, al 
compartimento postsinaptico.  
Le sinapsi possono essere di due tipi: 
♦ eccitatorie: caratterizzate dal rilascio di glutammato, acetilcolina (Ach) e 
monoammine (serotonina, adrenalina, noradrenalina, dopamina e istamina). 
♦ inibitorie: caratterizzate dal rilascio di acido γ-amino butirrico (GABA) e glicina. 
Una corretta regolazione della trasmissione dei segnali eccitatori ed inibitori è di 
fondamentale importanza per le funzioni vitali di ogni essere vivente. Anche nel 
modello in vitro caratterizzato da Bartett e Banker sono presenti sia sinapsi inibitorie 
che eccitatorie anche se in percentuale differenti infatti la maggior parte dei neuroni 
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risulta essere glutamatergica, quindi eccitatori, mentre solo per l’ 8-10% sono 
gabaergici, quindi inibitori. (Bartlett e Bunker, 1984) 
Uno dei fattori maggiormente coinvolti nella formazione delle sinapsi è il Brain Derived 
Neurotrophic Factor (BDNF) una delle principali neurotrofine sintetizzato e rilasciato 
anche dalle MSC (Crigler et al., 2006). Il BDNF è stato descritto come fattore chiave 
nella regolazione dello sviluppo di diversi sottotipi di interneuroni GABAergici (Marty et 
al., 1996, 2000; Huang et al., 1999; Rutherford et al., 2000; Jin et al., 2003; Kohara et 
al., 2003). In particolare, esso promuove la crescita e l’arborizzazione dendritica e la 
formazione delle spine inibitorie (Murphy et al., 1998; Jin et al., 2003; Sang e Tan, 
2003). Anche gli astrociti sono in grado di modulare la sinaptogenesi inibitoria 
mediante un meccanismo indiretto neurotrofina/Trk-dipendenti (Elmariah et al., 2005). 
2.2.3 I trasportatori vescicolari  
 
Affinché a livello della terminazione nervosa si verifichino eventi sinaptici ripetitivi è 
necessario che avvengano processi fisiologici fondamentali quali il riciclo delle VS e il 
ripristino del contenuto di tali vescicole ad ogni ciclo. Quest’ultima attività viene 
compiuta da specifiche proteine della membrana vescicolare, che trasportano i 
neurotrasmettitori dal citoplasma neuronale al lume di tali organelli. Essa dipende dal 
gradiente elettrochimico di ioni H+, generato dalla pompa protonica vacuolare (ATPasi) 
(Schuldiner et al., 1995), che accoppia l’idrolisi di ATP citoplasmatico al trasporto di 
ioni H+ all’interno delle vescicole. Pertanto, il trasporto attivo di neurotrasmettitori a 
livello delle VS consiste nello scambio di protoni luminali, precedentemente accumulati 
al loro interno, con neurotrasmettitori citoplasmatici. 
I trasportatori responsabili dell’accumulo di neuromodulatori a livello delle VS 
appartengono a tre distinte famiglie:  
1) la famiglia dei trasportatori specifici per acetilcolina (vAch) e per le monoammine 
(vMat), che riconoscono serotonina, adrenalina, noradrenalina, dopammina e istidina; 
2) la famiglia di trasportatori ad alta affinità per il glutammato (vGlut); 
3) la famiglia di trasportatori specifici per il GABA (vGat). 
2.2.4 Trasportatori vescicolari del glutammato  
 
Fino ad oggi sono stati clonati tre distinti trasportatori vescicolari del glutammato, il 
principale neurotrasmettitore eccitatorio del CNS (Roberts et al., 1981): vGlut1 
(Bellocchio et al., 2000), vGlut2 (Fremeau et al., 2001; Bai et al., 2001; Takamori et al., 
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2001) e vGlut3 (Gras et al., 2002; Takamori et al., 2002; Fremeau et al., 2002; Schäfer 
et al., 2002). Essi sono stati inizialmente identificati come membri della famiglia dei 
trasportatori del fosfato inorganico dipendente da Na+ (Ni et al., 1994, Aihara et al., 
2000), ma è stata successivamente evidenziata l’elevata affinità e specificità per il 
glutammato. 
I tre distinti trasportatori vescicolari del glutammato non dimostrano sostanziali 
differenze tra loro nelle caratteristiche di trasporto né dal punto di vista cinetico, né 
farmacologico e nemmeno nella specificità per il substrato (Bellocchio et al., 2000; 
Gras et al., 2002; Takamori et al., 2000; Takamori et al., 2001); inoltre possiedono una 
dipendenza bifasica dalle concentrazioni di Cl- (Bellocchio et al., 2000, Fremeau et al., 
2001). Le differenze fondamentali per cui questi trasportatori differiscono sono i profili 
d’espressione nelle diverse aree cerebrali. Si è dimostrata, infatti, una localizzazione 
complementare nell’adulto di vGlut1 e vGlut2: il primo è distribuito prevalentemente a 
livello della corteccia cerebrale, cerebellare e dell’ippocampo, mentre il secondo 
soprattutto a livello del ponte, del talamo e del midollo spinale (Fremeau et al., 2001; 
Herzog et al., 2001; Varoqui et al., 2002). Di notevole importanza è lo switch 
d’espressione da vGlut2 a vGlut1 che si verifica durante lo sviluppo postnatale nell’ 
ippocampo, nel cervello e nel cervelletto di ratto. Il primo trasportatore viene espresso, 
infatti, ad alti livelli in età embrionale e alla nascita, mentre il secondo risulta quasi 
assente. vGlut1 subisce un drastico incremento dei livelli di espressione dopo la 
nascita, diventando l’isoforma predominante nelle regioni telencefaliche entro la 
seconda settimana postnatale. 
A differenza degli altri due trasportatori sopra citati, vGlut3, è stato più frequentemente 
riscontrato in neuroni serotoninergici e colinergici (Fremeau et al., 2002; Gras et al., 
2002 ;Schäfer et al., 2002) e in terminali GABAergici (Fremeau et al., 2002); potrebbe, 
perciò, avere un ruolo unico nella trasmissione non convenzionale glutammatergica 
(Gras et al., 2002; Schäfer et al., 2002; Fremeau et al., 2002). 
2.2.5 Trasportatore vescicolare del GABA 
Il trasportatore vescicolare del GABA, definito vGat, è stato clonato 
contemporaneamente in C. elegans (McIntire et al., 1997) e nel topo (Sagnè et al., 
1997). Esso rappresenta il principale trasportatore di neurotrasmettitori inibitori a livello 
cerebrale poiché è in grado di legare anche la glicina, anche se con minore affinità 
rispetto al GABA (Sagnè et al., 1997; McIntire et al., 1997; Bedet et al., 2000). Non 
risulta ancora del tutto chiaro se esistano due distinti trasportatori vescicolari selettivi 
per i due neurotrasmettitori inibitori. 
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3 Terapia genica  
La terapia genica è una branca della medicina moderna che prevede di modificare 
geneticamente le cellule che poi verranno utilizzate per riacquisire la funzionalità 
eventualmente persa. La sfida principale della terapia genica nel campo dei trapianti è 
quella di sviluppare terapie, applicabili per un tempo limitato, in grado di indurre una 
accettazione permanente dell’organo.(Glazkova DV et. Al. 2011) 
Le strategie della terapia genica sono duplici: 
• trasferimento diretto del gene nel paziente: in questo caso il gene viene introdotto nel 
tessuto del paziente tramite il circolo sanguigno o all’interno di un liposoma o all’interno 
di altre microparticelle biologiche oppure, in alternativa, può essere impacchettato 
all’interno di virus ingegnerizzati resi quindi non tossici e non infettivi, come per 
esempio in adenovirus o retrovirus. In molti casi con questo tipo di trasferimento non si 
ottengono buoni risultati poichè il gene trasferito tende ad integrarsi in modo random 
all’interno del cromosoma dei pazienti e inoltre l’organo o il tessuto bersaglio non sono 
sempre facilmente accessibili. 
• trasferimento mediante cellule vive: è una procedura molto complessa che si divide in 
tre passaggi:  
1_le cellule dopo essere state prelevate dal paziente vengono isolate e fatte proliferare 
in laboratorio;  
2_il gene viene introdotto all’interno della cellula mediante metodiche simili a quelle 
descritte per il trasferimento diretto del gene;  
3_le cellule geneticamente modificate vengono iniettate nuovamente nel paziente. 
Questo secondo approccio permette di avere maggior precisione poiché le cellule 
possono essere manipolate più facilmente in vitro che in vivo e possono essere 
espanse sotto determinale condizioni in laboratorio prima di reimpiantarle nel paziente.  
3.1 Sistemi cellulari come veicoli per Terapia Genica  
Nonostante i successi ottenuti con la terapia genica, come per esempio nei pazienti 
con SCID Immunodeficienza combinata grave (SCID), malattia genetica in cui il 
sistema immunitario non si sviluppa, e pazienti con amaurosi congenita di Laber, gli 
sviluppi attualmente sono ancora limitati alla scelta del veicolo e del gene per evitare 
una risposta immunologica contro il vettore o il gene trapiantato (Bainbridge  et al., 
2008).  
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Le cellule staminali embrionali sono le candidate ideali per essere utilizzate come 
veicolo per la terapia genica poiché esse sono in grado di autoreplicarsi illimitatamente 
e di mantenere il loro potenziale differenziativo in tutti i tipi cellulari derivanti da tutti e 
tre i foglietti germinativi; inoltre sono facilmente manipolabili geneticamente. Queste 
caratteristiche associate alla loro rapida crescita, alla loro stabilità e alla loro abilità di 
maturare in tutti i tipi cellulari del corpo le rendono molto interessanti per applicazioni 
nel campo della terapia genica. Nonostante i risultati promettenti ottenuti mediante le 
mutazioni genetiche delle cellule staminali, esistono ancora delle questioni che ne 
limitano l’utilizzo. Infatti, nonostante le cellule staminali embrionali siano in grado di 
rimanere a lungo in coltura è stato osservato che possono accumulare delle mutazioni 
genetiche e cambi epigenetici che potrebbero danneggiare il paziente provocando per 
esempio la formazioni di tipo tumorali. In aggiunta, queste cellule staminali poichè non-
autologhe possono attivare la risposta immunitaria del paziente provocando rigetto. 
Anche le cellule ematopoietiche sono considerate un buon veicolo da utilizzare nella 
terapia genica (Aiuti et al., 2002). Le cellule ematopoietiche sono cellule relativamente 
rare e possono essere estratte dal midollo osseo oppure dal sangue periferico. Dopo la 
manipolazione in vitro, possono essere trapiantate nel paziente, anche in maniera 
autologa, mediante la loro iniezione al’interno del circolo sanguigno e a questo punto 
grazie alla loro capacità di migrare si localizzano nel midollo osseo dove saranno in 
grado di ripristinare la popolazione di cellule del sangue. 
Recentemente è stato osservato che anche altri tipi di cellule staminali, come le cellule 
staminali mesenchimali (MSC) possono essere utilizzate come veicoli nella terapia 
genica. Esse sono capaci di formare tessuto cartilagineo, adiposo e osseo; recenti 
studi hanno dimostrato che, sotto determinate condizioni, queste cellule sono in grado 
di differenziare anche in linee cellulari derivanti dagli altri due foglietti germinativi 
(transdifferenziamento). Un limite nell’utilizzo di queste cellule è la difficoltà di 
mantenerne la staminalità durante la manipolazione ex vivo. 
3.2 Terapia cellulare 
La terapia cellulare prevede l’utilizzo di cellule staminali per il riparo e la rigenerazione 
di diversi tessuti e organi danneggiati. I tessuti danneggiati possono essere rigenerati 
in vivo mediante il trapianto di cellule sane in grado di auto replicarsi (Gimble et al., 
2007).  Le cellule staminali ideali per le applicazioni in medicina rigenerativa devono 
avere specifiche caratteristiche: essere presenti in elevate quantità, essere di facile 
reperibilità con tecniche poco invasive, essere in grado di differenziare verso diverse 
linee cellulari in maniera riproducibile, poter essere trapiantate con efficacia e in modo 
sicuro sia in ospiti autologi che allogenici, e infine devono poter essere manipolate in 
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modo da soddisfare le linee guida di Good Manufacturing Practices (GMP) che sono 
un’insieme di regole, procedure e linee guida in base alle quali vengono prodotti i 
farmaci, i dispositivi medici, i prodotti per la diagnostica, i cibi e le sostanze 
farmacologicamente attive. 
Per la terapia cellulare possono essere utilizzati diversi tipi di cellule, in particolare le 
cellule staminali maggiormente studiate in questo campo sono: le cellule staminali 
embrionali (ESC) e le cellule staminali adulte (ASC). 
Le ESC sono state isolate per la prima volta nel 1981 dal topo (Martin G. R., 1981) e 
nel 1998 dall’uomo (Thomson JA et al., 1998); esse sono capaci di mantenere lo stato 
indifferenziato illimitatamente e sono in grado di differenziare in tutti i tipi cellulari 
derivanti da tutti e tre i foglietti germinativi. L’utilizzo di queste cellule nelle applicazioni 
cliniche però è molto problematico poichè la loro estrazione e la loro manipolazione 
sono soggette a regolamentazioni di tipo etico che ne limitano l’utilizzo; inoltre possono 
essere tumorigeniche, quindi in grado di sviluppare teratomi, tetra carcinomi etc … ed 
essendo una risorsa di cellule non autologa possono provocare reazioni immunitarie 
che possono portare al rigetto (Piscaglia et al., 2007). Le ESC possono anche derivare 
da embrioni morti derivanti dalla fertilizzazione in vitro, da biopsie embrionali (Chung et 
al., 2006) e dalla Altered Nuclear Transfer che consiste nel modificare geneticamente il 
nucleo della cellula somatica per poi trasferirlo in un ovocita, in modo da creare un 
embrione capace di svilupparsi in blastocita ma incapace di impiantarsi nel 
utero.(Campos DB. et al. 2010) 
Una promettente alternativa per la terapia cellulare con cellule staminali è l’utilizzo di 
cellule staminali adulte, poiché sono facilmente reperibili, non sono soggette a 
restrizioni etiche e possono essere reimpiantate in maniera autologa annullando tutte 
quelle reazioni immunologiche legate al rigetto. Le ASC tendenzialmente sono tessuto 
specifiche, sono in grado di auto replicarsi e di differenziare in tipi cellulari del tessuto 
in cui risiedono. In particolare le cellule staminali mesenchimali (MSC) possiedono 
diverse caratteristiche che le rendono utilizzabili per la terapia cellulare, infatti non 
hanno alcun potenziale tumorogenico, sono facilmente reperibili con tecniche poco 
invasive e inoltre sono una sorgente autologa di cellule prelevabili dallo stesso 
paziente annullando il rischio di rigetto. 
Fra i vari studi di terapia cellulare attualmente in sperimentazione clinica che vedono 
impiegate le cellule staminali, oltre all’ormai consolidata tecnica del trapianto 
autologo/allogenico di cellule staminali ematopoietiche per il trattamento dei disordini 
linfoproliferativi, vi sono numerosi trial per la cura di patologie dermatologiche, come, 
ad esempio l’epidermiolisi bullosa (Mavilio et al., 2006). 
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3.2.1 Promesse e problemi della terapia cellulare 
Nonostante l’utilizzo delle ASC nella terapia cellulare sia potenzialmente un’ottima 
soluzione per quanto riguarda il riparo tissutale in determinate patologie ad oggi è 
necessario ancora studiare a fondo alcuni punti critici come per esempio definire il 
meccanismo d’azione terapeutico; effettuare studi tossicologici ad ampio raggio per 
aumentare l’effettiva sicurezza delle cellule e caratterizzare per poi standardizzare la 
preparazione delle cellule utilizzate per la terapia (Timothy O’Brien et al., 2009) 
La terapia cellulare ha un potenziale notevole per migliorare i sintomi di diverse 
malattie neurodegenerative. Essa può basarsi: sulla sostituzione di cellule 
danneggiate, come potrebbe essere nel caso del Morbo di Parkinson (Lees AJ et al. 
2009) e della Malattia di Huntington (Stack EC et al., 2008); sul trapianto di cellule 
staminali nella zona danneggiata per arricchire l’ambiente, ad esempio di fattori 
neurotrofici rilasciati (Wilkins et al., 2009), potrebbe basarsi sull’introduzione di una 
cellula staminale con un gene che codifica un specifico fattore aumentando 
l’espressione e la secrezione di questi fattori (Rooney et al., 2009); oppure sull’uso 
delle cellule staminali per indurre neurogenesi. Infatti è stato osservato che le cellule 
staminali hanno la capacità di arricchire le nicchie delle cellule staminali neurali. 
Candidate ideali per terapie cellulari per malattie neurodegenerative sono le cellule 
staminali mesenchimali. Queste cellule sono già ampiamente utilizzate per diversi 
trattamenti come per il lupus sistemico eritematoso (Sun L,et al., 2009) per il quale 
sono attualmente in corso prove cliniche, o per malattie neurodegenerative come l’ALS 
e sclerosi multipla (Riordan N et al., 2009; Liang J et al., 2009) 
Ci sono diversi studi che affermano che le MSC potenzialmente sono in grado di 
acquisire un fenotipo neurale mediante un processo di trans-differenziamento. Il trans-
differenziamento fu proposto per la prima volta da Kopen et al. quando trapiantando 
MSC nel cervello di un topo videro che le cellule che migravano esprimevano marcatori 
neuronali. Il differenziamento in vitro invece può essere indotto con l’esposizione di 
queste cellule a particolari citochine come EGF, FGF etc… (Barzilay R et al., 2008). 
Oltre a poter potenzialmente acquisire un fenotipo neuronale, le MSC sembrano avere 
anche una certa predisposizione nel poter assumere anche un fenotipo astrocitario, 
esprimendo un sistema per la conduzione di glutammato e incrementando la 
secrezione di fattori neurotrofici (Sadan O et al., 2009); per questo motivo sono 
considerate delle buone candidate per la cura del Morbo di Parkinson. 
Un’ altra caratteristica delle MSC è nella loro capacità di regolare le cellule immunitarie 
mediante la secrezione di citochine, infatti sono anche in grado di inibire la 
proliferazione linfocitaria in vitro. (Barzilay R, et al., 2009).  
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In sintesi questi studi hanno permesso di affermare che le MSC mediante effetti 
paracrini influenzano indirettamente le altre cellule, sia in vitro (Wilkins A, et al.2009) 
che in vivo (Li Y et al.2002). Le MSC sono anche in grado di aumentare e stimolare  la 
neurogenesi migliorando così il meccanismo di riparazione. L’effetto neurogenico è 
associato alla secrezione di fattori neurotrofici da parte delle cellule trapiantate. In caso 
di ischemia è stato dimostrato che le MSC non solo promuovono la proliferazioni delle 
cellule neurali staminali ma anche la loro sopravvivenza e il loro 
differenziamento.(Alexanian AR et al., 2008). 
Inoltre, la tendenza naturale a migrare delle MSC nei siti di lesioni neuronali ha una 
grande importanza nelle applicazioni cliniche, infatti, potrebbero essere sfruttate come 
veicoli per agenti anti tumorali in caso di tumori (Loebinger MR et al., 2009). 
 
3.2.2 Stato dell’arte della terapia cellulare in modelli patologici 
Malattie cardiache 
In molti pazienti che hanno subito un infarto miocardico (MI) le funzioni cardiache sono 
state ripristinate mediante modellamento del ventricolo sinistro con l’applicazione di 
terapie cellulari. Studiando questi casi clinici si è osservato anche un piccolo 
miglioramento delle funzioni cardiache. Nonostante i progressi dovuti allo studio delle 
potenzialità della terapia cellulare nelle malattie cardiovascolari, ancora oggi non sono 
chiari alcuni parametri abbastanza cruciali, come il tipo di cellula ottimale da utilizzare e 
il protocollo ottimale da utilizzare per iniettarle. La modesta efficacia dei risultati ottenuti 
probabilmente è correlata allo scarso numero di cellule trapiantate e allo scarso 
numero di cellule in grado di impiantarsi all’interno di un tessuto danneggiato in vivo. 
Futuri studi infatti saranno focalizzati su pazienti con zone d’infarto ampie e sulle 
metodiche per aumentare in numero di cellule che attecchiscono.(Deev RV et al 
20011) 
Malattie ossee 
Undale et al (Undale et al.,2009) hanno studiato terapie cellulari per quanto riguarda il 
riparo dell’osso; in particolare sono stati considerati pazienti affetti da pseudoartrosi 
(Kadiyala S. et al., 1997), osteogenesi imperfetta (Panaroni C et al. 2009) e 
ipofosfatasia (Whyte MP, 2007). Contrariamente agli studi sulle patologie 
cardiovascolari in cui venivano usate popolazioni miste di cellule, in questi studi è stato 
usato un solo tipo cellulare, le cellule staminali mesenchimali. Le MSC possono essere 
facilmente espanse in coltura, hanno proprietà immunosoppressive (sopprimono il 
sistema immunitario dell’ospite modulando la risposta delle cellule T) e non sono 
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immunogene (perdono l’espressione del co-stimolatore molecolare). Tutti i pazienti 
coinvolti nello dopo circa 20 giorni dall’iniezione cellulare allogenica mostravano un 
aumento del contenuto minerale osseo rispetto ai valori previsti. Questi miglioramenti 
sono stati associati a un aumento nella velocità di crescita. Gli autori quindi hanno 
concluso che il trapianto di midollo osseo allogenico può portare ad attecchimento delle 
cellule staminali mesenchimali funzionale. Questo studio ha anche dimostrato che 
cellule staminali mesenchimali trapiantate nel midollo osseo possono migrare nei 
bambini affetti da OI e poi dar luogo a osteoblasti. 
Malattie muscolari 
Le MSC sono in grado di differenziarsi in cellule muscolari se esposte a fattori specifici 
oppure se messe in co-coltura con cellule muscolari. L’aggiunta di una matrice 
moderatamente elastica in vitro favorisce la formazione del muscolo da parte delle 
MSC (Engler AJ et al., 2007). In alternativa le MSC possono essere usate come 
vettore per il gene mancante.  
La distrofia muscolare di Duchenne (DMD) è una malattia progressiva letale associata 
al cromosoma X causata da una mutazione nel gene della distrofina. Senza distrofina 
le fibre muscolari sono vulnerabili a danneggiamenti causati anche dalle normali attività 
quotidiane. Normalmente il muscolo è in grado di ripararsi grazie alla presenza di 
cellule staminali muscolari del muscolo stesso, le cellule satelliti, ma continui 
danneggiamenti compromettono questa capacità. La terapia cellulare sembra poter 
offrire una speranza a pazienti affetti da simili patologie degenerative muscolari, infatti 
una caratteristica chiave delle MSC è la loro abilità di migrare nella zona danneggiata, 
quindi una volta trapiantate in pazienti affetti da DMD sono in grado di raggiungere il 
tessuto muscolare in oggetto. 
Malattie neurodegenerative 
Le malattie neurodegenerative sono caratterizzate da disfunzioni associate alla perdita 
di cellule neuronali. Le varie patologie possono essere classificate in base alla loro 
localizzazione e al tipo di cellule coinvolte nella malattia, ad esempio, nel Morbo di 
Parkinson si ha la perdita della funzionalità di neuroni dopaminergici, invece nella 
sclerosi multipla si verifica una reazione autoimmune che porta alla demielinizzazione 
dell’assone con conseguente alterazione della trasmissione sinaptica e riduzione del 
numero di recettori funzionanti. Il sistema nervoso centrale, a differenza di altri tessuti, 
ha una limitata capacità di autoripararsi. Le cellule nervose mature mancano della 
capacità di rigenerarsi, sebbene nel cervello adulto esistano cellule neurali endogene; 
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tuttavia queste cellule staminali hanno una limitata capacità a generare nuovi neuroni 
funzionali in risposta a una lesione. Gli avanzamenti nella biologia delle cellule 
staminali hanno aperto nuove prospettive per la neurogenesi mediante attivazione 
delle cellule staminali neurali endogene, trapianto di cellule staminali espanse in vitro e 
della loro progenie neuronale o gliale differenziata. 
Le cellule staminali embrionali, per la loro capacità di fornire una fonte apparentemente 
illimitata di tipi cellulari specifici e per la possibilità di manipolazioni di ingegneria 
genetica, possono diventare una fonte cellulare e un sistema di trasporto biologico in 
una varietà di malattie neurodegenerative. 
3.3 La medicina rigenerativa 
 
La medicina rigenerativa è un campo interdisciplinare di ricerca e applicazioni cliniche  
focalizzato sulla sostituzione e la rigenerazione di cellule, tessuti e organi per il 
ripristino di funzioni compromesse, causate da difetti congeniti, malattie, traumi o 
dall’invecchiamento (Greenwood HL et al., 2006); si pone pertanto come una 
potenziale alternativa terapeutica ai problemi legati ai trapianti che potrebbe 
rivoluzionarne modalità e tecniche. Questo settore innovativo di ricerca si è sviluppato 
sulla base di nuove eccitanti scoperte nel campo della biologia delle cellule staminali, 
caratterizzate dalla capacità di autorigenerarsi e differenziare in cellule specializzate in 
risposta ad appropriati segnali. 
L’organismo risponde ai diversi danni esterni con una risposta che preserva 
l’organismo nella sua totalità ma, se necessario, danneggia l’organo colpito (Yannas 
IV, 2005). La prima soluzione clinica a questo problema fu identificata nel trapianto di 
organi. Il primo vero trapianto fu eseguito negli Stati Uniti nel 1954 dal il chirurgo 
Joseph E. Murray che eseguì un trapianto di rene (ex-vivo) da donatore consanguineo 
e geneticamente identico al ricevente (fratelli gemelli omozigoti). L’operazione ebbe 
successo grazie alla compatibilità  del 100% dei soggetti (Papalois et al., 2003). II 
grosso problema, ancora molto attuale, fu quello legato al rigetto di origine 
immunologica, ovvero il rifiuto da parte dell'organismo ospite di tessuti e organi 
estranei. Non disponendo ancora di farmaci immunosoppressori efficaci, le 
complicanze sviluppate durante la procedura determinarono l'insuccesso del trapianto. 
Dopo i primi esperimenti di trapianti di rene (sempre più numerosi ed efficaci), 
seguirono nel 1963 a Denver (Colorado) il primo trapianto di fegato (Calne, 2003), a 
opera di Thomas Starzl e, nello stesso anno, anche il primo trapianto di polmone, 
eseguito da J.D. Hardy. 
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Tre anni dopo, nel 1966,  il Prof. Lillhei eseguì con successo il primo trapianto di 
pancreas (Sutherland et al., 2003), ma il vero scalpore venne suscitato l'anno 
successivo, il 1967, quando Christiaan N. Barnard, chirurgo a Città del Capo nel Sud 
Africa, eseguì il primo trapianto di cuore (Kroshus TJ. et al., 2003). 
Ulteriori passi avanti furono fatti nel 1968 con il trapianto di midollo osseo (McCann SR, 
2003). Per la prima volta vennero trapiantate cellule e non organi, in particolare cellule 
staminali ematopoietiche vennero prelevate dal donatore e infuse nel ricevente. 
La consanguineità è fondamentale per l'attecchimento dei trapianti, per cui non era 
possibile il trapianto di un organo tra persone estranee, che quindi non avevano un 
patrimonio genetico uguale. Nonostante i progressi, ancora oggi i trapianti sono una 
procedura terapeutica estremamente delicata, difficile e potenzialmente rischiosa per la 
vita del paziente a causa di diverse complicazioni che possono insorgere, quali rigetto 
nel caso dei trapianti di organi e Graft Versus Host Disease nel caso del trapianto di 
midollo osseo. 
Il rigetto è la risposta biologica dell'organismo al trapianto di un organo estraneo. 
Esistono diverse forme di rigetto e si distinguono in base alla cronologia di comparsa e 
alla gravità:  
a) Rigetto iperacuto: si presenta a poche ore dal trapianto ed è espressione di una 
precedente immunizzazione del ricevente nei confronti dell'organo trapiantato: l’unico 
trattamento possibile è quello di effettuare nuovamente il trapianto.  
b) Rigetto acuto:  è dovuto ad una eccessiva attivazione dei linfociti B che provoca il 
rilascio di anticorpi IgM ed IgG di produzione plasma cellulare; è classificato di tipo 
cellulare, se si presenta da pochi giorni fino ad un anno dal trapianto e se è provocato 
da una reazione immunitaria cellulo-mediata T-dipendente; o di tipo umorale se si 
presenta entro i primi 15 giorni dal trapianto.  
c) Rigetto cronico: si presenta a partire dal sesto mese dopo trapianto e la sua 
incidenza aumenta col passare del tempo. Il rigetto cronico è responsabile del 36% di 
morte durante il primo anno dopo il trapianto ed è la causa del 60% dei trapianti 
secondari. 
In seguito al trapianto di midollo osseo, è possibile che si verifichi una malattia 
infiammatoria, la GVHD (Graft-Versus-Host Disease), si tratta di un attacco da parte 
delle cellule del sistema immunitario del midollo osseo trapiantato contro i tessuti 
dell’organismo ricevente. 
Clinicamente, la GVHD si distingue nella forma acuta e nella forma cronica: la forma 
acuta, o fulminante, si osserva nei primi 100 giorni dalla data del trapianto, si manifesta 
con la morte delle cellule epiteliali di cute, fegato e tratto gastrointestinale con sintomi 
correlati come diarrea, emorragia, ittero ed eruzioni cutanee. Una eccessiva 
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estensione della morte cellulare può diventare mortale per il paziente 
trapiantato.(Levine JE. et all 2012) La forma cronica, invece, decorre dopo i 100 giorni 
dalla data del trapianto, è caratterizzata da fibrosi e atrofia degli stessi organi colpiti 
anche dalla forma acuta, ma questa volta senza una evidente morte cellulare. Può 
diventare fatale se colpisce i polmoni causando obliterazione delle vie aree. Si ipotizza 
che la forma cronica sia la risposta fibrotica dell'organismo ai danni causati dalla forma 
acuta, ma potrebbe anche rappresentare una risposta all'ischemia causata da danni 
vascolari.(Blazar B. et al. 2012) Ad oggi il campo della medicina rigenerativa è in 
continuo sviluppo oltre che in un continuo miglioramento per risolvere tutti quei 
problemi che portano ad applicazioni ancora troppo problematiche. 
3.4 L’ Ingegneria Tissutale 
L’ingegneria tissutale, è una branca della medicina rigenerativa nata per fornire 
un’alternativa alla rigenerazione di tessuti e organi persi o lesionati, evitando le 
complicazioni associate alle tradizionali procedure terapeutiche. (Atala A, 2007). 
L’ingegneria tissutale si propone di riparare o rigenerare i tessuti danneggiati 
utilizzando dei costrutti ingegnerizzati, chirurgicamente impiantabili in grado di 
sostituire funzionalmente la porzione lesa e di integrarsi, alla fine del processo, con il 
tessuto ospite. L’obiettivo finale è pertanto la costituzione di un neo-tessuto derivato 
dalla combinazione di cellule e dell’utilizzo di “fattori bioattivi”, come per esempio fattori 
di crescita, citochine, fattori chimici, cellule e materiali innovativi quali biomateriali e 
idrogeli. 
L’ingegneria tissutale rappresenta un’alternativa alle tradizionali metodiche di trapianti 
di organi e tessuti portando ad una riduzione di tutti quei rischi correlati a questo tipo di 
operazioni, come il rigetto in seguito a reazioni di tipo immunologico. 
Esistono due tipi di ingegneria tissutale:  
• ex-vivo: prevede l’utilizzo di cellule che devono poter essere sottoposte a 
proliferazione, differenziate e seguire un adeguato processo di maturazione su 
opportune strutture (scaffolds) su cui vanno poi a  svilupparsi, fino a formare un tessuto 
funzionante, attraverso la trasmissione di segnali cellula-cellula, la produzione di 
biomolecole e la formazione della matrice extracellulare (ECM). 
• in vivo o in situ: quando invece è lo scaffold, opportunamente trattato, a dover 
richiamare e reclutare le cellule progenitrici in vivo, direttamente nel sito della lesione, 
in seguito all’eventuale somministrazione di fattori di crescita che incrementano la 
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proliferazione cellulare, l’espansione ed il loro differenziamento. La maturazione del 
neo-tessuto avviene quindi direttamente in situ (Arosarena O, 2005).  
Oggetto di questo studio sarà la caratterizzazione dello sviluppo e della crescita di 
MSC piastrate su particolari scaffold di Titanio biocompatibile e opportunamente 
trattato per un potenziale utilizzo in ingegneria tissutale. Inoltre saranno caratterizzate 
anche MSC incapsulate all’interno di un particolare idrogelo studiato per facilitare 
l’iniezione cellulare in vivo per una migliore ricostruzione tissutale di una parte lesa. 
L’alterazione in vivo ha lo scopo di aumentare o migliorare il processo naturale di 
riparazione cellulare; i maggiori campi di applicazione riguardano la rigenerazione di 
nervi periferici, pelle e cartilagine. 
A seconda delle necessità e campi di applicazione, gli scaffold possono essere 
biodegradabili, con possibilità cioè di scomposizione in elementi semplici e rientro nel 
ciclo naturale, o biostabili con possibilità cioè di inserimento in vivo. 
3.4.1 Speranze e Problemi dell’ingegneria tissutale 
 
Le tecniche di ingegneria tissutale prevedono una continua interazione delle cellule con 
particolari fattori di crescita e determinati biomateriali e se poste in condizioni di coltura 
dinamica come per esempio in bioreattori sono in grado di generare neo-tessuti 
bioingegnerizzati. La fonte cellulare più adeguata per questo tipo di processo, e quindi 
ideale per applicazioni in ingegneria tissutale, non deve essere immunoreattiva in 
modo da evitare un eventuale rigetto e deve avere un tasso di proliferazione controllato 
che permetta di escludere una eventuale tumorigenicità; devono essere disponibili in 
elevate quantità, possedere o essere in grado di acquisire un pattern di espressione 
proteica simile a quello del tessuto de rigenerare e infine devono avere un’adeguata 
capacità di integrazione con i tessuti circostanti. Inoltre i tessuti bioingegnerizzati 
devono possedere adeguate caratteristiche di meccanica funzionale, durata, resistenza 
e flessibilità.  
Tutti questi presupposti, uniti ad altre numerose limitazioni come per esempio l’età del 
paziente e la scarsità delle cellule ottenute dal prelievo bioptico, che di conseguenza 
rende l’efficienza di espansione in vitro assai scarsa, rendono molto difficile una 
immediata applicabilità clinica. 
Un’alternativa all’impiego di cellule differenziate autologhe potrebbe essere l’utilizzo di 
cellule ottenute da donatori animali (xenotrapianto), che sarebbero in grado di risolvere 
il problema della scarsa resa cellulare, tuttavia, l’immunogenicità di queste cellule, la 
possibilità di trasmissione di agenti patogeni e i problemi etici e sociali correlati hanno 
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bruscamente arrestato l’entusiasmo e gli sforzi della ricerca verso questa direzione 
(Heath CA et al., 2000). 
La possibilità di utilizzare cellule staminali a scopo rigenerativo è una concreta e valida 
soluzione ai problemi illustrati, in particolare le cellule staminali mesenchimali sono 
ottime candidate a svolgere questo ruolo poiché l’utilizzo di queste cellule non 
comporterebbe problematiche di tipo etico, che invece rappresentano un ostacolo per 
l’uso delle cellule staminali embrionali, e inoltre sarebbe possibile utilizzarle per auto-
trapianti in tal modo invece si bypasserebbero tutte quelle problematiche legate al 
rigetto in seguito a reazioni di tipo immunologico.  
3.4.2 Biomateriali 
Secondo la prima definizione ufficiale, un biomateriale è “una qualsiasi sostanza 
(diversa da un farmaco), o una combinazione di sostanze, di origine sintetica o 
naturale, che può essere impiegata, per qualsiasi periodo di tempo, da sola o come 
parte di un sistema per trattare, aumentare o sostituire qualsiasi tessuto, organo o 
funzione del corpo” (Biomaterial Consensus Conference, National Institutes of Health, 
Bethesda, Maryland, 1982). Si tratta di una definizione molto generale, poi modificata 
in “un biomateriale è un materiale non vivente usato in un dispositivo biomedicale che 
interagisce con i sistemi biologici” (First Consensus Conference on definitions in 
Biomaterials, Chester, UK, 1986). Tale definizione non esamina la risposta 
dell’organismo ospite, ma sottolinea la presenza di interazioni tra biomateriale ed 
ambiente biologico. Infatti ogni materiale impiantato innesca una cascata di reazioni, 
che costituiscono la risposta dell’ospite e che possono eventualmente portare 
all’integrazione dell’impianto nell’organismo (Wataha J.C. et al., 2001). 
Attualmente si considera biomateriale ”un materiale che si intende interfacciare con i 
sistemi biologici allo scopo di valutare, monitorare, trattare, accrescere, sostituire o 
facilitare la rigenerazione di ogni tessuto, organo o funzione del corpo umano (ESB, 
Satellite Consensus Conference, Sorrento, 2005) (Tanzi M.C.,2005-2006).  
I principali campi di applicazione dei biomateriali sono: sostituzione di parti mancanti o 
malate (protesi), assistenza nella guarigione (catetere), ripristino delle capacità 
funzionali (tutori esterni per lesioni articolari), correzione delle anormalità funzionali 
(tutore esterno per la cura della scoliosi), correzioni di anormalità estetiche (protesi 
mammarie) ed infine ausilio per diagnosi e terapie (calco dentale). Uno spettro di 
applicazioni sul corpo umano è osservabile dalla Figura 10: 
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Figura 10: Biomateriali: applicazioni sul corpo umano 
In base all’interazione tra l’organismo e i biomateriali si può avere un’ulteriore 
classificazione di quest’ultimi come: biostabili, biodegradabili e bioattivi. 
I materiali biostabili trovano applicazione nella progettazione e realizzazione di protesi 
permanenti, essi devono rimanere nel corpo del paziente il maggior tempo possibile e 
devono quindi preservare le loro proprietà e caratteristiche di funzionamento: fanno 
parte di questa categoria i materiali metallici, quelli ceramici, alcuni polimeri ed alcuni 
compositi.  
I materiali biodegradabili hanno applicazione quando il tessuto ha sufficienti capacità di 
riparazione e necessita solamente di una sostituzione temporanea della parte lesa o di 
una guida per la crescita tissutale. Tali composti vengono degradati dal corpo durante 
la cicatrizzazione senza rilascio di prodotti tossici o nocivi.  
I materiali bioattivi sono quelli in grado di stimolare, attraverso reazioni chimiche con 
l’ambiente circostante, la rigenerazione dei tessuti del sito dell’impianto e fanno parte di 
questo gruppo i biovetri (ossidi di silicio, sodio, calcio e fosforo) che, a contatto con 
l’ambiente fisiologico, si ricoprono di uno strato di idrossiapatite naturale (uno dei 
componenti principali delle ossa) garantendo ad esempio un’ottimale interazione con i 
tessuti ossei, i polimeri in cui vengono incorporate proteine o fattori di crescita ed infine 
le ceramiche di fosfato di calcio.  
Un’ultima caratteristica fondamentale dei biomateriali è la compatibilità morfologica, 
funzionale e biologica. La compatibilità morfologica è legata alla forma ed alla massa 
della protesi da impiantare; la compatibilità funzionale fa riferimento al ruolo svolto dal 
dispositivo impiantato ed infine la compatibilità biologica è definita come la capacità di 
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un materiale di indurre, in un sistema vivente, una reazione favorevole alla sua 
presenza permettendone l’integrazione con l’organismo. 
3.4.3 Scaffolds 
Gli scaffold provvedono all’architettura in cui matrice extracellulare, cellula-cellula e 
fattori di crescita interagendo generano cavità rigenerative. Per quanto riguarda la 
struttura, sono di fondamentale importanza l’elevata porosità e le cinetiche di rilascio di 
fattori di crescita durante la rigenerazione del tessuto. I materiali utilizzati devono 
essere stabili, non causare eccessive risposte immunitarie, possedere elevata 
biocompatibilità, scarsa tossicità ed erodibilità. D’altra parte devono però possedere 
appropriate caratteristiche meccaniche in grado di generare un’elevata area 
superficiale. In generale possono essere naturali o sintetici.  
Nell’ingegneria dei tessuti uno scaffold deve rispondere a precisi requisiti:  
• proprietà meccaniche uguali o paragonabili a quelle del tessuto nel sito di 
impiantazione; 
• elevata biocompatibilità; 
• mimetismo nei confronti della matrice extracellulare (ECM) e delle sostanze 
endogene che circondano le cellule; 
• aderenza interfacciale riferita alla superficie dello scaffold visto che deve 
supportare l’adesione cellulare e la proliferazione; 
• rapporto di degrado: lo spazio inizialmente occupato dallo scaffold stesso deve 
essere sostituito dal tessuto in crescita. 
Se consideriamo invece il rilascio di principi attivi deve soddisfare le seguenti 
specifiche: 
• capacità di caricamento; 
• omogenea distribuzione del farmaco; 
• affinità legante; 
• cinetica di rilascio a profilo controllato; 
• stabilità chimica. 
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3.4.4 Titanio come biomateriale: applicazioni in ambito 
biomedicale 
Il basso peso, la singolare resistenza alla corrosione possedute dal titanio e dalle leghe 
di titanio, sono alla base di un’ampia e diversificata gamma di applicazioni di successo 
che richiedono elevati livelli di prestazioni affidabili nella chirurgia e nella medicina, così 
come anche nell’industria aerospaziale, automobilistica, chimica, della generazione di 
corrente, estrattiva di gas e petrolio, sportiva e in altri maggiori campi applicativi. 
Leggero, resistente e completamente bio-compatibile, il titanio è uno dei pochi materiali 
che risponde alle esigenze di sostituzione per impianto nel corpo umano. 
Il titanio è completamente inerte e immune alla corrosione da parte dei fluidi corporei e 
dei tessuti, e per questo è completamente bio-compatibile; infatti la corrosione degli 
impianti metallici da parte dei fluidi corporei, dà luogo al rilascio di ioni metallici non 
richiesti, con possibile interferenza con le funzioni vitali. 
La scelta del titanio per gli impianti è determinata da una serie di caratteristiche 
favorevoli che includono l’essere immune a corrosione, la bio-compatibilità, la 
resistenza, il basso modulo, la bassa densità e la capacità di congiungersi con il 
tessuto osseo e con altri tessuti (osteointegrazione). Le proprietà meccaniche e fisiche 
delle leghe di titanio si combinano a creare degli impianti che hanno un’alta tolleranza 
al danno. L’anatomia del corpo umano limita naturalmente la forma e i volumi possibili 
per gli impianti. Il basso modulo delle leghe di titanio se confrontate con l’acciaio, sono 
un fattore positivo nella riduzione del riassorbimento osseo. Due ulteriori parametri 
definiscono l’utilità della lega impiantabile, la sensibilità agli intagli, - il rapporto di 
resistenza alla trazione in condizioni di intaglio rispetto a quelle di non intaglio - e la 
resistenza alla propagazione di incrinature, o resistenza alla frattura. Il titanio dà ottimi 
risultati in entrambi i casi.  
 
3.4.5 Idrogeli e matrici iniettabili per la crescita cellulare 
Per essere utilizzato in ingegneria dei tessuti un idrogelo deve funzionare da materiale 
di riempimento per gli spazi intratissutali e deve essere efficace come mezzo di 
rilascio. L’ iniettabilità è una caratteristica che elimina la necessità di intervenire 
chirurgicamente garantendo una minor invasività e riducendo le complicazioni post 
operatorie per il paziente. Sfruttando questa proprietà si possono risolvere problemi 
quali l’adesione di cellule e il trasporto di molecole bioattive tramite una miscelazione 
precedente all’iniezione stessa. Le specifiche per un idrogelo sono in genere 
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dipendenti dall’utilizzo, ma ci sono delle proprietà generali che devono essere 
considerate sempre nell’ambito dell’ingegneria dei tessuti, tra queste c’è la 
biocompatibilità che si applica non solo al materiale ma anche a possibili composti 
derivati e ai prodotti di degrado, nel caso di materiali biodegradabili. Dato il loro utilizzo, 
prevalentemente come carrier per cellule, è molto importante tenere sotto controllo il 
processo di solidificazione, la porosità (visto che spazi vuoti nella struttura stessa sono 
necessari per garantire la crescita del tessuto) e la diffusione di nutrienti all’interno e 
rifiuti all’esterno. Notevole rilievo hanno anche la grandezza dei pori e 
l’interconnessione. Idealmente un idrogelo deve garantire e promuovere la 
proliferazione cellulare, la crescita e la differenziazione del tessuto: queste azioni 
possono essere accentuate con l’aggiunta di fattori di crescita e tramite 
funzionalizzazione con proteine o sequenze di peptidi specifici. Oltre a questo tipo di 
studio è necessario caratterizzare gli idrogeli anche dal punto di vista fisico 
considerando le proprietà meccaniche e la biodegradabilità per garantire l’integrità del 
tessuto specialmente nei primi stadi della crescita dello stesso. Il degrado è necessario 
che avvenga in un intervallo tale da garantire la formazione di nuovo tessuto che vada 
a sostituire il precedente: un meccanismo di degrado accelerato viene richiesto nel 
rilascio di agenti bioattivi e nella formazione o deposito di matrice extracellulare, per le 
altre applicazioni ne serve invece uno più lento in modo da mantenere proprietà 
meccaniche e strutturali a valori elevati per periodi più lunghi. 
Caratteristica primaria per i materiali iniettabili è che non devono essere citotossici e 
ogni  reazione di tipo esotermico che può raggiungere temperature capaci di causare 
necrosi termica dei tessuti circostanti deve essere monitorata e controllata. La ricerca 
effettuata in letteratura evidenzia due classi principali di riferimento per idrogeli 
iniettabili legati all’utilizzo nell’ingegneria dei tessuti: 
1. polimerizzati e interconnessi in situ (tramite fotoiniziazione, termoiniziazione e 
iniziazione ionica); 
2. sistemi termo-gel 
In generale la categoria sopracitata dei “polimerizzati in situ” viene combinata con 
microparticelle con risultante aumento della porosità e della facilità di inserimento di 
principi attivi. Ad esempio questo avviene con l’aggiunta di microsfere di PLGA 
poly(lactic-co-glycolic acid), con conseguente formazione di composto utile nella 
iniettabilità. 
L’interconnessione aumenta alcune proprietà meccaniche dell’ idrogelo, qualità 
desiderabile nell’ambito dell’ingegneria dei tessuti. Nel meccanismo di iniziazione con 
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attivazione termica un iniziatore crea radicali liberi reagendo con gruppi funzionali 
(spesso gruppi insaturi) dei monomeri o macromeri; questo sistema di iniziazione ha il 
vantaggio di poter essere attivato cambiando la temperatura e può essere utilizzato 
anche in aree con limitata penetrazione della luce. Nel caso di presenza di fotoiniziatori 
per garantire la biocompatibilità vengono testate luci di varie lunghezze d’onda ed oltre 
a questo parametro devono essere controllate anche la scelta e la concentrazione del 
fotoiniziatore, l’intensità della luce e la reattività delle interconnessioni. Un altro gruppo 
di idrogeli polimerizzati in situ utilizza interconnessioni di tipo ionico come innesco della 
gelificazione: ad esempio gli alginati sono derivati naturali dei polisaccaridi e le loro 
soluzioni acquose garantiscono una gelazione di tipo reversibile con interazioni con 
cationi bivalenti del tipo Ca2+ ed il loro utilizzo più comune è come matrice 
extracellulare. Attraverso il controllo delle concentrazioni di calcio e alginato, oltre a 
peso molecolare e composizione, si possono sintetizzare idrogeli in grado si 
supportare anche la crescita in vitro delle cellule. I sistemi a base di termogel, invece 
non richiedono stimoli da agenti chimici ulteriori poiché la loro gelificazione può essere 
programmata per avvenire ad una determinata temperatura e pertanto si può ottenere 
direttamente all’interno del corpo. 
3.4.6 Prospettive future 
L’ingegneria dei tessuti ha fatto un rapido balzo in avanti negli ultimi anni e ora ne 
possiamo vedere i benefici in ambito chirurgico: ad esempio il trapianto di pelle è stata 
la prima terapia ad essere stata approvata come protocollo standard per pazienti 
umani. I ricercatori hanno raggiunto livelli di conoscenza molto elevata anche per 
quanto riguarda l’ingegneria tissutale legata a ossa, vasi, nervi, pancreas e reni 
(Vacanti e Langer 1999). Uno dei più grandi cambiamenti registrati in questo campo è 
dovuto al bisogno di avere strutture vascolari funzionali per tessuti più complessi e per 
organi. La vascolarizzazione dei costrutti artificiali risulta tuttora un problema molto 
complesso e non completamente risolto; fattori di crescita sono stati addizionati per 
promuovere la vascolarizzazione attraverso l’ospite: sono state utilizzate delle co-
culture ed è stata progettata una vascolarizzazione preliminare della struttura per agire 
come uno scaffold incline al trasporto di farmaci per formazione di tessuti complessi. Il 
potenziale delle cellule staminali rende questo approccio possibile ed ultimamente il 
nuovo obiettivo riguarda nuovi tessuti per trapianti. Queste nuove scoperte si 
affiancano a cambiamenti e miglioramenti necessari anche nell’ambito già discusso dei 
biomateriali. Gli studi futuri riguarderanno sicuramente cellule staminali ed altri tipi di 
cellule che potrebbero essere utilizzate in sistemi di coltura cellulare e in tessuto-
reattori per sintetizzare prodotti in grado di essere utilizzati in medicina. Da una 
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prospettiva biologica: infiammazioni, risposta immunitaria, cicatrizzazione delle ferite 
sono ottimi campi su cui ricercare per poter effettuare miglioramenti. 
In definitiva il futuro dei biomateriali è fortemente dipendente dalle conoscenze delle 
interazioni di cellule, molecole e tessuti con i materiali stessi: l’attenzione si deve 
focalizzare sullo studio e comprensione dei meccanismi di interazione tra nuove matrici 
e l’ambiente in vivo per consentire ulteriori progressi da un punto di vista terapeutico.
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La cura delle malattie neurodegenerative rappresenta una delle principali sfide della 
medicina contemporanea. Poiché negli ultimi anni l’utilizzo di cellule staminali adulte, 
ed in particolare delle cellule staminali mesenchimali (MSC), sta destando notevole 
interesse all’interno della comunità scientifica come un valido sistema per terapie 
cellulari mirate al ripristino delle funzioni degenerate, si è sviluppato un progetto di 
ricerca finalizzato a sviluppare protocolli utili ad un futuro impiego clinico delle MSC Lo 
studio consiste innanzitutto nella caratterizzazione delle cellule di partenza e 
nell’identificazione di un mezzo stabile, riproducibile e che rispetti le “buone norme” 
della GMP, in grado di indurre una corretta proliferazione alle MSC in vitro tale per cui 
esse non perdano il loro potenziale di staminalità; la seconda fase dello studio invece 
prevede la messa a punto di un protocollo che sia in grado di indurre il corretto trans-
differenziamento delle MSC in cellule del sistema nervoso centrale; infine la terza parte 
dello studio prevede lo studio di fattibilità di un sistema drug career che permetta 
l’iniezione di queste cellule nella maniera più diretta ed efficace possibile.   
Poiché è stato già dimostrato, mediante immunoistochimica e citometria a flusso, che 
vi è una forte similarità tra le MSC derivanti dal midollo osseo e quelle prelevate dal 
tessuto adiposo (Gimble J. et al., 2003) abbiamo deciso di utilizzare quelle isolate dal 
tessuto adiposo poiché la loro estrazione viene effettuata mediante un prelievo non 
invasivo, e poiché da un prelievo è possibile estrarre una quantità di cellule 
clinicamente rilevante da poter eventualmente sottoporre a differenziamento. 
 
Lo studio è stato effettuato mediante caratterizzazione funzionale di diversi mezzi di 
coltura, abbiamo iniziato apportando modifiche mirate a mezzi già noti in letteratura per 
poi svilupparne uno proprietario (NZ4), che fosse in grado di indurre modificazioni 
funzionali delle MSC verso un fenotipo neuronale.  
 
L’obiettivo è quello di completare la caratterizzazione in vitro del protocollo 
(attualmente in fase di valutazione di deposito brevettuale), in modo da poter poi 
procedere ad uno studio in vivo su uno specifico modello animale (ad esempio modello 
di ischemia). 
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5.1 Estrazione delle MSC dal tessuto adiposo di ratto (rASC) 
Le cellule staminali mesenchimali (MSC) sono state selezionate da tessuto adiposo 
prelevato da ratto femmina giovane di 4-6 mesi Sprague- Dawley. 
La prima parte del procedimento può essere condotta anche in un ambiente non sterile 
e consiste nel sacrificare l’animale e rimuovere il tessuto adiposo dalle zone perirenale 
e inguinale evitando di prelevare dei vasi sanguigni presenti nel tessuto asportato. 
Successivamente, utilizzando strumenti sterili e sotto cappa a flusso laminare, si 
esegue una frammentazione meccanica del tessuto stesso che viene immerso in PBS 
(Phosphate Buffered Saline) contenente una concentrazione di antibiotici Penicillina e 
Streptomicina del 3%. Il tessuto frammentato viene in seguito lavato con PBS e 
centrifugato a 1200 g per 2 minuti e al termine dell’ultimo lavaggio si aspira il liquido e 
si valuta la quantità di tessuto adiposo che viene successivamente digerito 
enzimaticamente con 0.075% Collagenasi I; (p/v) a 37°C per 45 minuti in bagnetto 
termostatato a velocità massima di agitazione. L’attività della Collagenasi I viene 
neutralizzata con terreno completo composto da α-MEM (Cambrex) addizionato del 
10% (v/v) di siero fetale bovino (FBS, Sigma), L-glutammina (Sigma) 2 mM, 
streptomicina 100 µg/ml, penicillina 100 U/ml e fungizone (Invitrogen) 250 µg/ml. Il 
tessuto adiposo digerito viene centrifugato a 260 g per 10 minuti e le MSC si 
depositano sul fondo della provetta (pellet) mentre la fase bianca superiore è costituita 
da tessuto adiposo non digerito. Il pellet viene risospeso in terreno completo e filtrato 
mediante una garza sterile in modo da eliminare gli eventuali residui di tessuto non 
digerito. Si effettua quindi un’ ultima centrifugazione a 350 g per 4 minuti, si risospende 
il pellet e dopo aver contato le cellule si piastrano ad una densità predefinita di 1x105 
cellule per cm2. A 2 giorni dall’isolamento, dopo aver verificato l’effettiva adesione delle 
cellule alla piastra, si effettuano 2 o 3 lavaggi con PBS per eliminare tutti i residui di 
globuli rossi e si effettua un cambio di terreno di coltura. (Kingham P.J. et al., 2007). 
 
5.1.1 Mantenimento in coltura delle MSC 
 
Le cellule sono mantenute in coltura in un atmosfera umidificata ad una temperatura 
costante di 37°C in atmosfera umidificata, e con il  5% di CO2 ed il terreno viene 
sostituito dopo 2 giorni. 
Il mezzo di coltura completo è composto da  α-MEM (Cambrex) addizionato del 10% 
(v/v) di siero fetale bovino, 2 mM L-glutammina, 100 µg/ml streptomicina, 100 U/ml 
penicillina e 250 µg/ml fungizone (Invitrogen). 
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Le cellule vengono poi lasciate in coltura per 7 giorni. Durante tale periodo, le MSC 
aderiscono sulla superficie della fiasca e quando raggiungono circa il 70% di 
confluenza subiscono un passaggio di tripsinizzazione (per evitare che crescano su più 
strati) e vengono suddivise in tre fiasche (passaggio 1); e così via il passaggio di 
tripsinizzazione viene effettuato ogni volta che le cellule raggiungono la confluenza.  
L’aumento del numero di passaggi in vitro permette sia di ottenere colture più pure, 
eliminando le contaminazioni da parte delle componenti del sangue, sia di espandere 
la riserva di cellule.  
5.2 Estrazione degli astrociti corticali e loro mantenimento in 
coltura 
Gli astrociti corticali vengono isolati dalla corteccia cerebrale di ratti neonati di 2 giorni 
(P2) in accordo con il metodo descritto da Booher e Sensenbrenner (1972), 
successivamente modificato da Kimelberg et al. (1978). Una volta sacrificati gli animali 
mediante recisione della testa, vengono estratti i cervelli e mantenuti nella soluzione 
fisiologica HBSS [(Hank’s Balanced Salt Solution), soluzione salina fisiologica senza 
Ca2+ e Mg2+, contenente HEPES 10mM, una miscela degli antibiotici streptomicina 100 
µg/ml e penicillina 100 U/ml (Gibco)] fredda. Mediante l’ausilio di un microscopio ottico 
e con un bisturi vengono tagliati i cervelli, in modo da eliminare il cervelletto e separare 
i due emisferi. Si prosegue poi alla fase di asportazione delle meningi ed all’isolamento 
delle corteccie cerebrali che poi vengono triturate con una lametta. Il materiale ottenuto 
viene incubato a 37°C per 15 min in HBSS contenente  DNAsi (0.001% p/v) e tripsina 
(0.25% p/v) per digerire il tessuto. Se il tessuto non è completamente digerito questa 
operazione viene ripetuta due volte. Vengono recuperati i due sopranatanti e, previa 
inattivazione della tripsina con del siero, il tutto viene filtrato con una membrana di 
nylon con pori di 72 µm di diametro, per rimuovere il tessuto rimasto eventualmente 
indissociato. La sospensione contenente le cellule, viene centrifugata per 10 min a 800 
rpm a temperatura ambiente ed il pellet viene risospeso in GLIAL MEDIUM [Minimum 
Essenzial Medium (MEM, Gibco), 20% (v/v) di siero di vitello (FCS, Invitrogen), 0.6% di 
glucosio (p/v), e una miscela di antibiotici penicillina (100 U/ml) e streptomicina (100 
U/ml)]. 
Le cellule vengono dissociate meccanicamente mediante pipette pasteur di vetro e 
piastrate in fiasche sterili; quindi vengono mantenute in atmosfera umidificata, alla 
temperatura costante di 37°C e con il 5% di CO 2 fino al raggiungimento del 60-70% 
della confluenza, che di norma si ottiene in una decina di giorni. Tali cellule richiedono 
il cambio del terreno, almeno una volta alla settimana.  
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5.2.1 Colture di microglia primaria 
Per ottenere la microglia primaria è necessario isolarla dalle colture di astrociti corticali. 
La microglia si presenta adesa sulla sommità dello strato di astrociti e per rimuoverla è 
necessario sottoporre le colture ad agitazione orbitale meccanica (orbital shaker) a 
temperatura ambiente per 30 minuti. La variazione del pH conseguente a questa 
condizione insieme allo stress meccanico causa il distacco della microglia che può 
quindi essere raccolta nel surnatante di coltura. La microglia viene pellettata 
centrifugando il terreno a 800 g per 10 minuti e risospesa in un mezzo di coltura 
contenente metà terreno gliale condizionato dagli astrociti e metà terreno gliale fresco. 
  
5.3 Colture di neuroni corticali e ippocampali 
 
Sono state utilizzate colture primarie di neuroni corticali e ippocampali di topo ottenuti 
da embrioni al diciottesimo giorno di gestazione (E18). Le colture primarie sono state 
preparate secondo il metodo descritto da Banker e Cowan (1977) e Bartlett e Bunker 
(1984). Dopo aver sacrificato gli animali, sono stati estratti i cervelli e sono stati 
dissezionati gli emisferi cerebrali. Si è proceduto quindi all’asportazione delle meningi 
e, successivamente, alla separazione degli ippocampi dalle cortecce. Sono stati 
sottoposti a due lavaggi in una soluzione di sali bilanciati di Hanks, HBSS (Invitrogen), 
a 4°C. In seguito, le cortecce e gli ippocampi isol ati sono stati sottoposti a digestione 
con DNAsi 0,05mg/ml (solo per le cortecce) e 0,25% tripsina in HBSS per 15 minuti a 
37°C. Cortecce ed ippocampi sono stati poi lavati p er 3 volte (lavaggi da 5 minuti) e 
dissociati meccanicamente in HBSS mediante una pipetta Pasteur sterilizzata a fuoco. 
Le cellule dissociate sono state piastrate su vetrini coprioggetto precedentemente 
trattati con poli-L-lisina, in terreno di coltura Neurobasal (Invitrogen) supplementato di 
B27 (Brewer et al., 1993); i neuroni corticali sono stati quindi piastrati a densità di 
520000 cellule/petri, mentre per i neuroni ippocampali, ciascuna coppia di ippocampi è 
stata piastrata in una petri contenente due vetrini, pari ad una densità di circa 350000 
cellule/petri. Le colture neuronali sono state mantenute in incubatore a 37°C in 
presenza di CO2 al 5%. Queste cellule anno richiesto un cambio di mezzo di 
nutrimento 3 giorni dopo la piastratura. 
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5.4 Le co-colture cellulari 
 
Il termine co-coltura indica un sistema in cui due tipi cellulari differenti condividono lo 
stesso terreno di crescita. I sistemi di co-coltura “a sandwich” sono stati allestiti in base 
a quanto descritto da Banker e Cowan (1977) e da Bartlett e Banker (1984a) nei loro 
rispettivi lavori e in taluni casi parzialmente modificati. In questo caso, nelle co-colture i 
due tipi cellulari non si sono trovati a diretto contatto poiché i piedini di paraffina 
fungono da spaziatori. Con questo metodo, le cellule quindi, condividono lo stesso 
terreno di coltura, pur restando fisicamente separate, e la comunicazione è assicurata 
esclusivamente dall’eventuale rilascio nel terreno di sostanze diffusibili. 
Tutti i tipi cellulari sono stati mantenuti a 37° C  in atmosfera umidificata, con 5% di 
CO2. 
 
 
      
 
 
 
 
 
Figura 12: Schema rappresentativo di una co-coltura “a sandwich” (Banker et al., 1977) 
 
5.5 Differenziamento Cellulare 
 
Le MSC sono state indotte a differenziare verso la linea osteogenica utilizzando uno 
specifico mezzo di coltura differenziativo la cui formulazione è stata ricavata dalla 
letteratura (Ioana A et al., 2006; Qu C et al., 2007; Tholpady SS et al., 2003).Questo 
medium contiene diverse concentrazioni di supplementi che, se opportunamente 
combinati, sono in grado di stimolare il differenziamento cellulare. Il differenziamento 
verso la linea osteogenica è stato condotto in monostrato seminando le cellule ad una 
densità di 5X103 cellule/cm2. Le cellule sono state mantenute in coltura (37°C e 5% 
CO2) per diversi tempi, cambiando il medium ogni 2-3 giorni. Ai tempi stabiliti, le cellule 
in differenziamento sono state fotografate per documentare la modificazione 
morfologica, e quindi raccolte e utilizzate per l’allestimento dei test programmati. 
Il mezzo di coltura per le cellule di controllo è composto da:α-MEM, 10% FBS,100 U/ml 
Penicillina,100 µg/ml Streptomicina,2 mM Glutammina; mentre il mezzo di coltura per 
indurre alle MSC il differenziamento osteogenico è composto da: α-MEM, 10% 
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FBS,100 U/ml Penicillina,100 µg/ml Streptomicina,2 mM, 0.15 mM Ascorbato-2-P, 0.01 
µM Desametasone (10-8),10 mM b-glicerofosfato,10 nM Colecalciferolo 
 
5.6 Dosaggio Proteico 
Le cellule sono state lisate in condizioni non denaturanti utilizzando come tampone di 
lisi il detergente Triton X-100 allo 0,1% (T8787, Sigma-Aldrich) in H2O deionizzata al 
fine di favorire lo shock osmotico, la lisi cellulare e non alterare le proprietà biochimiche 
della fosfatasi alcalina che dovrebbe essere dosata. Per la valutazione della fosfatasi 
alcalina, le cellule sono state piastrate in multiwell da 12 alla densità di 3 - 4X104 
cellule e mantenute in coltura per un periodo di tempo che varia dai 7 ai 21 giorni. Al 
termine dell’esperimento, le cellule sono state lavate con PBS e successivamente è 
stato aggiunto il buffer di lisi (60 µl per pozzetto). Utilizzando uno scraper, le cellule 
sono state staccate e raccolte in tubo da 1,5 ml. La lisi è stata effettuata ponendo le 
cellule in ghiaccio per 30 minuti e vortexando ogni 10 minuti circa. Al termine 
dell’incubazione sono stati effettuati 3 cicli rapidi di congelamento/scongelamento con 
ghiaccio secco e un bagnetto pre-riscaldato a 37°C per favorire ulteriormente la rottura 
della membrana cellulare. Infine i campioni sono stati centrifugati a 14000 g per 15 
minuti (a 4°C) e i supernatanti trasferiti in prove tte nuove e congelati a -20°C fino al 
loro utilizzo. 
La concentrazione degli estratti cellulari grezzi è stata determinata mediante dosaggio 
proteico con il “BCATM Protein Assay Kit” (23227, Pierce – Rockford, IL, USA); questo 
saggio colorimetrico sfrutta la capacità del sale sodico dell’acido bicinconinico (BCA) di 
complessarsi con il Cu1+ presente in soluzione e cambiare quindi colore in risposta a 
crescenti concentrazioni di proteine. La presenza in soluzione del Cu1+ è infatti dovuta 
alla riduzione del Cu2+ operata da alcuni residui amminoacidici in ambiente alcalino. 
La rilevazione del saggio è stata effettuata tramite la lettura allo spettrofotometro alla 
lunghezza d’onda di 550-570 nm. 
In ogni pozzetto sono stati aliquotati 3 µl di lisato cellulare (ogni campione dosato in 
duplicato per calcolare una variabilità statistica) ai quali sono stati aggiunti 200 µl di 
soluzione substrato ottenuta mescolando i due reagenti (CuSO4 e un tampone alcalino 
contenente l’acido bicinconinico) secondo le specifiche indicate dal kit. La piastra è 
stata lasciata in incubazione a 37°C per 30 minuti per permettere alla reazione di 
avvenire e sviluppare il colore. Al termine del periodo di incubazione i campioni sono 
stati letti misurando l’assorbanza a 550 nm con il microplate reader Wallac VictorII-
1420. Le concentrazioni proteiche dei campioni sono state ricavate interpolando il dato 
di assorbanza ottenuto su una retta di taratura di BSA (Albumina di Siero Bovino) a 
concentrazioni note (range 125 µg/ml – 2 mg/ml).  
Materiali e Metodi 
 
58 
 
5.7 Quantificazione dell’attività enzimatica della Fosfatasi 
Alcalina 
 
Le fosfatasi sono enzimi che catalizzano l’idrolisi di un gruppo fosfato da esteri 
monofosfati; in particolare le fosfatasi alcaline (ALP) (isoenzimi presenti in fegato, 
osso, intestino e placenta) hanno una massima attività a pH 10,5 circa. 
L’attività della fosfatasi alcalina viene saggiata sui lisati cellulari utilizzando il metodo 
fotometrico che sfrutta la reazione di idrolisi del gruppo fosfato del composto incolore 
pnitrofenolfosfato (pNPP) dando come prodotto p-nitrofenolo (pNP) di caratteristico 
colore giallo con picco di assorbanza a 405 nm. 
 
 
Figura 11: Reazione catalizzata dalla Fosfatasi Alcalina su pNPP a dare pNP 
 
Gli esperimenti di dosaggio sono stati eseguiti con piccole modifiche rispetto al metodo 
descritto in letteratura (Lowry OH et al., 1957; Bodo et al., 2002) per essere 
applicabili in piastre da 96 pozzetti. 
Per ogni pozzetto sono stati aliquotati 8-20 µl di lisato in relazione alla specie di 
provenienza delle cellule (ogni campione dosato in duplicato per calcolare una 
variabilità statistica) ai quali sono stati aggiunti 100 µl di soluzione substrato a pH 10,5 
contenente 10 mM pNPP (71768, Fluka BioChemika) diluito nel tampone 100 mM 
dietanolammina (31589, Fluka) / 0,5 mM MgCl2•6H2O. I campioni sono stati lasciati in 
incubazione per il tempo necessario affinché si sviluppi la reazione. Al termine del 
periodo di incubazione la reazione è stata bloccata con 50 µl di NaOH 3N e i campioni 
letti misurando l’assorbanza a 405 nm con il microplate reader Wallac VictorII-1420. 
I valori di assorbanza dei campioni sono stati interpolati con una curva standard a 
concentrazioni note di pNP (1048, Sigma-Aldrich) al fine di valutare la concentrazione 
proteica dell’enzima presente nel campione analizzato. L’attività enzimatica è stata 
calcolata in U, dove 1U è la quantità di enzima necessario per idrolizzare 1 µmole di 
pNPP secondo la formula: 
U= µM/min*1000         nM/min 
I valori di attività fosfatasica sono stati poi normalizzati con i valori ottenuti dal dosaggio 
proteico ed è stato poi valutato l’incremento dell’attività di fosfatasi alcalina dei 
campioni trattati rispetto ai controlli. 
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5.8 Valutazione della deposizione di matrice extracellulare 
calcificata 
 
Il colorante Alizarin Red-S (AR-S), un derivato dell’antrachinone, viene usato per 
evidenziare la presenza di calcio in preparati istologici. L’AR-S forma un complesso 
stabile con il calcio attraverso un processo chelante mediato dal gruppo acido sulfonico 
o dai gruppi ossidrilici, formando dei depositi di colore rosso intenso birinfrangenti. 
Per valutare la presenza di depositi di calcio mediante questa colorazione, le cellule 
sono state seminate alla concentrazione di 1 - 3X104/pozzetto e mantenute in coltura in 
medium differenziativo per 14-21 giorni cambiando il terreno ogni 2 giorni. Al termine 
della coltura, è stato effettuato un lavaggio della piastra con PBS, cui è seguita la 
fissazione di 1 ora con Etanolo 70% freddo (-20°C).  Quindi è stato eseguito un 
lavaggio veloce con acqua deionizzata, cui è seguita immediatamente la colorazione 
con una soluzione 40 mM Alizarin Red-S a pH 4.1 (05600, Fluka) per 15 minuti. Al 
termine della colorazione, sono stati effettuati diversi lavaggi con acqua deionizzata per 
eliminare il colorante in eccesso. 
È stata quindi eseguita l’estrazione della colorazione (Gregory CA et al., 2004); 
Stanford CM et al., 1995) utilizzando una soluzione al 10% (w/v) di cloruro di 
cetilpiridinio (CPC - C0732, Sigma-Aldrich) in tampone Na-fosfato 10 mM (pH 7.0) per 
15 minuti a temperatura ambiente. Al termine dell’estrazione, 100-200 µl di soluzione 
sono stati trasferiti in una piastra multiwell da 96 pozzetti e letti misurando l’assorbanza 
a 550 nm con il microplate reader Wallac VictorII-1420. I dati sono stati poi analizzati 
valutando l’incremento della deposizione del calcio dei campioni trattati rispetto ai non 
trattati. 
 
5.9 Immunofluorescenza 
 
Dopo aver sottoposto le colture cellulari alle apportune condizioni sperimentali, le 
cellule adese ai vetrini coprioggetto vengono fissate con parafolmaldeide al 4% (p/v) e 
saccarosio al 4% (p/v), sciolti in tampone fosfato sodico (Na3PO4) 0.12 M, pH 7.4, per 
25 minuti a temperatura ambiente. Scaduto il tempo di deposizione, la parafolmaldeide 
viene rimossa eseguendo 3 lavaggi da 10 min con PBS (Sigma).  
Per l’analisi di immunofluorescenza, i vetrini vengono lavati tre volte con PBS a bassa 
concentrazione salina (LS-PBS: NaCl 150 mM, tampone fosfato 10 mM, pH 7.5), e di 
seguito tre lavaggi con PBS ad alta concentrazione salina (HS-PBS: NaCl 500 mM, 
tampone fosfato 20 mM, pH 7.4).  
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Successivamente i campioni vengono incubati a temperatura ambiente per 30 minuti in 
Gelatin Diluition Buffer (GDB, 0.2% (p/v) gelatina, 0.3% (p/v) Triton X-100, 20 mM 
NaH2 PO4, NaCl 0.45 M), una soluzione che, grazie alla presenza del detergente 
Triton, consente di permeabilizzare le membrane cellulari e, grazie alle proteine della 
gelatina, assicura la saturazione dei siti aspecifici. 
Dopo la permeabilizzazione con GDB, i vetrini vengono incubati per 2 ore a 
temperatura ambiente con gli anticorpi primari diluiti in GDB alla concentrazione 
opportuna. Al termine dell’incubazione vengono effettuati tre lavaggi con HS-PBS al 
fine di eliminare l’eccesso di anticorpi non legati o legati a siti aspecifici. Segue un 
incubazione di 1 ora a temperatura ambiente con gli anticorpi secondari coniugati a 
specifici fluorofori, diluiti in GDB. 
Al termine delle incubazioni con gli anticorpi, vengono eseguiti lavaggi con HS-PBS e 
con LS-PBS, a cui segue un’incubazione per 5 minuti a temperatura ambiente con 
DAPI 1µM (4-6-diamidino-2-fenilindolo, Invitrogen) per evidenziare i nuclei delle cellule. 
Infine, dopo alcuni lavaggi con LS-PBS e un lavaggio con tampone sodio fosfato 5mM, 
i vetrini vengono montati su portaoggetti con una soluzione di montaggio (Mowiol, 
Sigma). Le immagini sono state acquisite al microscopio a fluorescenza invertito Leica 
CTR4000, collegato ad un computer dotato di un software per le analisi delle immagini, 
e mediante microscopio confocale Leica SPE o Leica SP5. 
 
5.10 Analisi della morte cellulare  
 
Per calcolare la percentuale di cellule morte è stata effettuata una marcatura in vivo 
con il Propidio Ioduro (PI) e una marcatura con il DAPI dopo il fissaggio delle cellule. Il 
Propidio Ioduro è un colorante generalmente utilizzato per identificare cellule che 
stanno andando in contro ad un processo di apoptosi o necrosi; esso infatti è in grado 
di penetrare all’interno dei nuclei delle cellule attraverso una membrana plasmatica 
danneggiata. Il DAPI invece è un colorante che è in grado di formare complessi 
fluorescenti con il dsDNA quindi è comunemente utilizzato per marcare i nuclei di tutte 
le cellule, sia di quelle vive che di quelle morte. 
Le cellule sono state incubate per 10 minuti al buio e a 37°C con PI (20 µg/ml) diluito in 
PBS, successivamente dopo un lavaggio veloce con PBS sono state fissate in 
Parafolmaldeide al 4% e saccarosio al 4% ed infine è stata effettuata la colorazione 
con DAPI. 
Mediante l’utilizzo del microscopio a Fluorescenza (Leica Ctr4000) sono state prese 
immagini di fluorescenza; è stato quindi effettuato il conteggio delle cellule marcate con 
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propidio ioduro (cellule morte) e di quelle marcate con DAPI (cellule totali) mediante il 
programma Image J ed è stata calcolata la percentuale di cellule morte sul loro totale. 
 
5.11 Attività metabolica cellulare: saggio con l’Alamar Blue™ 
Tale saggio utilizza l’Alamar Blue™ (un indicatore redox vitale rilevabile sia in 
fluorescenza sia in assorbanza) e permette di quantificare il livello di metabolismo 
ossidativo cellulare attraverso la riduzione chimica di tale indicatore addizionato al 
mezzo di coltura. L’aspetto positivo di questa procedura sperimentale consiste nella 
possibilità, al termine della misura, di rimuovere l’Alamar Blue™ e di proseguire la 
coltivazione delle cellule sui campioni dopo ogni tempo di saggio prescelto. Per tale 
motivo questo indicatore viene quindi definito un “colorante vitale” (O’Brien J., et al 
2000).  
Le specifiche concentrazioni  e la natura dei componenti dei vari mezzi di coltura sono 
attualmente oggetto di studio di fattibilità per la deposizione di specifici brevetti e 
pertanto non possono essere condivise. Ai fini dello studio di questa tesi vengono qui 
riportati alcuni dei principali componenti dei mezzi di coltura 
 
5.12 Estrazione di RNA totale  
 
Il protocollo utilizzato nell’estrazione dell’ RNA totale prevedeva l’utilizzo di 1 ml di 
Trizol Reagent, che è composto da una miscela di fenolo isotiocianato e cloroformio 
(Invitrogen), per 106 cellule circa. Dopo aver lasciato agire per qualche secondo il 
composto, con l’aiuto di uno scraper, sono stati raccolti i complessi nucleoproteici 
dissociati. Una volta trasferito il materiale in tubo sono stati aggiunti 200 µL di 
cloroformio per ml di Trizol impiegato. Dopo aver agitato vorticosamente per 15 
secondi il campione è stato incubato per 3 minuti a temperatura ambiente e 
successivamente è stata effettuata una prima centrifugazione  a 12000 g per 15 minuti 
a 4 °C. Dopo la centrifugazione la miscela appariva  separata in tre fasi: una fase 
organica rosacea apolare (strato inferiore, fenolocloroformio), un’interfase, ed una fase 
acquosa superiore incolore. L’ RNA, rimasto esclusivamente nella fase acquosa, è 
stato trasferito in un nuovo tubo. Alla fase acquosa sono stati aggiunti 0,2 ml di 
isopropanolo per ml di Trizol utilizzato, per permettere la precipitazione dell’RNA. I 
campioni sono stati quindi incubati a temperatura ambiente per 10 minuti e in seguito 
centrifugati a 12000 g per 10 minuti a 4 °C così da  far depositare il pellet di RNA. Dopo 
aver rimosso velocemente il supernatante per inversione su della carta assorbente, il 
pellet è stato lavato dai sali con etanolo al 75% (1 ml per ogni ml di Trizol utilizzato) e 
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successivamente centrifugato nuovamente a 7500 g per 5 minuti a 4 °C. Dopo aver 
velocemente eliminato il supernatante il pellet è stato lasciato asciugare a temperatura 
ambiente e successivamente si risospeso in H2O DEPC (soluzione acquosa 
contenente dietilpirocarbonato) che permettere di inibire le RNAsi. 
Per determinare la concentrazione e la qualità dell’ RNA estratto è stato utilizzato uno 
strumento dedicato, il Nanodrop 1000 spectrophometer (Thermo scientific) capace di 
determinare la concentrazione di RNA presente nel campione mediante assorbanza 
alla lunghezza d’onda di 260 e 280 nm utilizzando micro volumi. 
 
5.12.1 Trattamento con DNase 
 
Al fine di ottenere un campione più pulito da contaminazioni di DNA è stato effettuato 
un trattamento con DNAse utilizzando un kit (RQ1 RNase-Free DNase promega) che 
contiente la DNasi 1 (endonucleasi) che è in grado di degradare il singolo strand e il 
double strand di DNA. Il protocollo prevede di prendere 3µg di campione a cui 
aggiungere 1,5 µl di RQ1 RNase-Free DNasi 10X Raction Buffer (400mM Tris-HCL pH 
7.9, 100mM MgSO4 and 10 mM CaCl2), 3µl di RQ1 RNase-Free DNAse (1µl/1µg) e 
acqua DEPC fino ad arrivare ad un volume finale di 15µl che viene incubato a 37°C per 
30 min. Quindi è stato aggiunto 1µl di RQ1 DNase stop Solution (20mM EGTA, pH 8.0) 
per terminare la reazione e il capione è stato si incubato a 65 °C per 10 min per 
disattivare la DNasi. 
 
5.12.2 PCR 
 
Per ottenere cDNA  da RNA  è stato utilizzato il kit dedicato (SuperScript III First-
Strand Synthesis System for RT-PCR Invitrogen). E’ stato utilizzato 1µg di RNA 
precedentemente trattato con DNasi. 
E’ stato aggiunto un primo Mix composto da 1µl di 50µM oligo(dT), 1µl 10mM dNTP 
mix e acqua DEPC fino ad un volume di 10µl. Il tutto è stato incubato a 65 °C per 5 
minuti, ed è stato messo in ghiaccio per circa un minuto. Successivamente sono stati 
aggiunti 10 µl di  un altro mix (cDNA Syntesis mix) composto da 10X RT buffer 2µl, 
25mM MgCl2 4µl, 0,1 DTT 2µl, RNAseOUT (40U/µl) 1µl, SuperScript III RT (200 U/µl) 
1µl. Si incuba a 50 °C per 50 min, a 85 °C per 5 mi n. Infine è stato aggiunto 1µl di 
RNAse H ed è stato incubato tutto per 20 min a 37°C . 
Una volta ottenuto il cDNA questo è stato amplificato utilizzando il Kit Platinum Taq 
DNA Polymerase (Invitrogen).  
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Ad ogni campione è stato aggiunto un mix composto da: 30,3 µl di acqua DEPC, 5µl di 
10X PCR buffer minus Mg++, 1,5µl di 50mM MgCl2, 1µl di 10mM dNTP mix, 1µl di 
primer senso (10µM), 1µl di primer antisenso (10µM), 10µl di cDNA e 0.2µl di taq DNA 
polimerasi in un volume finale di 50µl. E’ stata quindi effettuata l’amplificazione con 
l’utilizzo del termociclatore (Applyed Biosystems 2720). Il programma e le temperature 
utilizzate sono state variate a seconda della Taq utilizzata e a seconda dei frammenti 
da amplificare e quindi dai primers utilizzati. 
Primer utilizzati: 
                Primer sense              Primer antisense 
βactina TGACGGGGTCACCCACTGTGCCCATCTA CTAGAAGCTTGCGGTGGACGATGGAGGG 
Nestin ACCCGGTACAGGAGTCTGTG AATCCCCATCTACCCCACTC 
Doublecortin TCGCTCAAGTGACCAACAAG TGCCACTCTCCTGAGATCCT 
Snap25 AGGACGCAGACATGCGTAATGAACTGGAGG GTTGGAGTCAGCCTTCTCCATGATCCTGTC 
 
Condizioni utilizzate: 
Per i primers della βIIItubulina, della Nestina e di Double Cortin è stato possibile 
utilizzare uno stesso programma.  
 
 
          Per 35 cicli 
 
     94 °C       94 °C      
     5 min       45 sec                          72 °C   72 °C 
                                      56.5 °C       30 sec  7 min 
            30 sec          
                  4°C 
                   Holding 
 
Il primer della β-actina che si utilizza come controllo interno per verificare che siano 
state caricate le stesse quantità di cDNA per ogni campione, è stato disegnato in 
maniera tale per cui è in grado di amplificare a diverse temperature e numeri di cicli. 
 
Per il primer di Snap25 invece è stato utilizzato un altro proramma: 
           Per 35 cicli 
 
       94 °C          94 °C      
      5 min          45 sec                        72 °C     72 °C 
                                           71 °C      30 sec     7 min 
               30 sec         4°C  
                                  Holding 
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I prodotti di amplificazione sono stati separati tramite elettroforesi orizzontale 
utilizzando un gel all’ 1,5% di agarosio in tampone TBE (Tris borato 45 mM, EDTA 1 
mM a pH 8).   
Infine, le fotografie del gel sono state ottenute esponendo il gel ai raggi UV emessi da 
un transilluminatore (Versadoc 4000 MP, imaging system, Biorad) e sono state 
acquisite mediante il software  Quantity One.  
 
5.12.3 Disegno primers 
 
I primers utilizzati per l’analisi dell’espressione di cDNA dei geni d’interesse ottenuti 
tramite retrotrascrizione di mRNA sono stati disegnati mediante l’utilizzo di un 
programma on-line specifico: Primer3. La sequenza in formato fasta richiesta dal 
programma è stata ricavata mediante un database virtuale sul sito NCBI. Per ottenere 
dei primers con un’ elevata percentuale d’ affinità per la sequenza d’ interesse è stato 
deciso di considerare una lunghezza compresa tra le 300 e le 500 bp.  
Per dimostrare l’ affidabilità dei primers disegnati, è stato effettuato un confronto con  
gli stessi primers disegnati con un altro programma on-line: Blast 
 
5.13 Misure di elettrofisiologia mediante la tecnica del patch-
clamp 
 
Per le misurazioni elettrofisiologiche è stata utilizzata la tecnica del patch-clamp in 
configurazione whole-cell. 
Questa tecnica consiste nel creare una zona di strettissima aderenza tra la membrana 
cellulare e la parete di un microelettrodo extracellulare di vetro (diametro della punta di 
~ 1µm), riempito con una soluzione salina conduttiva. Tale aderenza che si ottiene 
avvicinando il microelettrodo alla membrana della cellula permette, operando una 
delicata suzione, di formare il cosiddetto sigillo. L’altissima resistenza (dell’ordine di 1-2 
GΩ) del sigillo, permette un ottimo isolamento elettrico del tassello di membrana 
(patch), trattenuto nella punta del microelettrodo, dall’ambiente extracellulare. Questa 
configurazione della cellula è detta cell-attached, cioè a cellula attaccata, che permette 
di registrare flussi ionici di un singolo canale o di un piccolo numero di canali in 
condizioni fisiologiche. Rompendo il patch, si raggiunge la configurazione whole-cell, 
cioè a cellula intera in cui la soluzione presente all’interno della pipetta è posta in 
comunicazione diretta con il citoplasma della cellula ed è possibile misurare 
contemporaneamente l’insieme delle correnti che attraversano l’intera membrana, 
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ottenendo informazioni su tutta la popolazione di canali ionici attivi della cellula in 
esame. 
La tecnica del whole-cell ci ha permesso di registrare potenziali di riposo delle cellule in 
esame, passando dalla modalità voltage- clamp alla modalità I=0 che permette di 
misurare il potenziale interno della cellula (potenziale di riposo). 
Per le registrazioni sono state utilizzate soluzioni interne per riempire le micro pipette, e 
soluzioni extracellulari per la perfusione esterna alla cellula. 
La soluzione interna standard contenuta nei microelettrodi è composta da:  10 mM KCl, 
2 mM MgCl2, 10 mM Hepes, 130 mM Kgluc, 1 mM EGTA, pH 7.4. 
La soluzione extracellulare fisiologica standard contiene: 125 mM NaCl, 5mM KCl, 1.2 
mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM Hepes, 6 mM Glu, 2 mM CaCl2. 
 
5.14 Registrazioni di imaging per il calcio su singola cellula 
 
L’ imaging per il calcio permette di misurare le variazione di calcio intracellulare grazie 
all’ utilizzo dell’indicatore fluorescente per il calcio Fura-2 (Molecular Probes). Le 
caratteristiche spettrali del Fura-2 rappresentano un importante strumento per l’analisi 
quantitativa delle concentrazioni di calcio intracellulari. L’indicatore fluorescente è in 
grado di tradurre le variazioni di calcio in variazioni di intensità di fluorescenza. 
Il Fura-2 possiede due differenti picchi di emissione dopo eccitazione alle lunghezza 
d’onda di 340nm e di 380nm. In seguito al legame del Fura-2 con lo ione calcio si 
verifica una modificazione d’intensità d’emissione nei due picchi. In particolare ad alte 
concentrazioni di calcio intracellulari il fluorocromo emette l’intensità massima di 
fluorescenza una volta eccitato alla lunghezza d’onda di 340 nm e la minima intensità a 
380nm. 
La misura delle variazioni di calcio citoplasmatico viene ottenuta in seguito al rapporto 
tra l’emissione di fluorescenza alla lunghezza d’onda di 340nm rispetto all’emissione a 
380nm. Ciò permette di monitorare i livelli di calcio all’interno della superficie cellulare 
escludendo le variazione di segnale dovute ai differenti volumi delle cellule. L’indicatore 
Fura-2 può essere presente in due forme: una forma esterea presente a livello 
extracellulare e una forma de-esterificata a livello intracellulare. La de-esterificazione 
del tracciante, una volta penetrata la membrana cellulare, comporta il mantenimento 
del Fura-2 così da permettere l’analisi delle variazioni di concentrazione dello ione 
all’interno della cellula. Per poter analizzare le variazioni di calcio intracellulare, le 
cellule vengono caricate per 45-60 min a 37° C con la forma esterea, permeabile alle 
membrane, dell’indicatore per il calcio Fura-2 ad una concentrazione di 1 mM in 
soluzione Krebs-Ringer-Hepes (KRH: 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 2 mM 
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CaCl2, 10 mM glucosio, 10 mM Hepes/NaOH, pH 7.4) contenente BSA 1%. Dopo aver 
lavato le cellule, queste vengono trasferite su una camera di registrazione montata su 
un microscopio invertito (Laica CTR6000) equipaggiato di un’unità di calcium imaging. 
Come sorgente di luce per le registrazioni si utilizza un sistema di illuminazione 
Polychrome V (Till Photonics). Le immagini in fluorescenza sono acquisite, digitalizzate 
ed integrate in tempo reale da un software di immagini (Imagin Workbench 6) in grado 
di fornire in pseudocolori il rapporto fra le immagini a 340/380 nm. Gli esperimenti 
vengono condotti a temperatura ambiente (20-25°C). 
5.15 Analisi di quantizzazione mediante software di 
elaborazione grafica 
Con Image J, il dato numerico utilizzato per la quantizzazione viene estratto 
dall’immagine mediante una funzione di calcolo presente nel programma. Affinché il 
programma analizzi correttamente l’immagine è stato necessario eseguire alcune 
operazioni che permettessero al programma di distinguere e quindi contare gli elementi 
presenti sulle immagini. Nel nostro caso è stata effettuata la conta dei nuclei cellulari e 
l’espressione di specifici marcatori di differenziamento verso la linea neuronale. 
Su tutte le immagini da analizzare è stato necessario regolare il livello di intensità di 
fluorescenza in modo da stabilire un livello del segnale tale che fosse lontano dalla  
saturazione e privo di segnale di fondo; queste operazioni hanno permesso di 
delineare  nel miglior modo possibile il segnale che la funzione del programma ha 
acquisito poi come “positivo”. 
Per ottenere una migliore accuratezza nella conta degli elementi di interesse è stata 
introdotta anche un soglia delle dimensione degli “oggetti” da contare tramite 
l’applicazione della funzione di “conta”.   
Ottenute le quantità numeriche di ogni singola immagine analizzata si è proceduto nel 
confrontare quelle di interesse. 
 
5.16 Preparazione dei campioni di Titanio 
I trattamenti commerciali replicati sui dischi di titanio seguono le indicazioni di un lavoro 
precedente svolto presso il Dipartimento di Chimica, Materiali ed Ingegneria Chimica 
“Giulio Natta” del Politecnico di Milano. Dopo aver effettuato le modifiche superficiali, 
sono stati confrontati i parametri di rugosità e la morfologia superficiale dei campioni 
ottenuti con quelli ricavati nello studio precedente per dischi analoghi al fine di 
valutarne la comparabilità. 
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5.16.1 Realizzazione delle superfici BioRough™  
 
I dischi sono stati trattati inizialmente in idrossido di sodio 1M e perossido di idrogeno 
al 2% (v/v) per 10 minuti a 80° C, successivamente è stato eseguito un passaggio in 
acido ossalico 1M a 80° C per 60 minuti. Tale soluz ione è stata mescolata 
manualmente con una bacchetta di vetro, in modo che il trattamento sui dischi 
risultasse uniforme; infine è stato effettuato un risciacquo in acqua distillata. 
 
5.16.2 Morfologia cellulare: analisi con microscopia elettronica 
a scansione  
Il microscopio elettronico a scansione consente di osservare la morfologia cellulare, di 
evidenziare differenze nella densità cellulare e di verificare se lo stato di attacco e di 
adesione è soddisfacente; dopo tale analisi si è perciò in grado di valutare 
qualitativamente se il materiale risulta idoneo per la colonizzazione cellulare, oltre ad 
evidenziare eventuali effetti citotossici. Le analisi sono state compiute a tre differenti 
tempi di saggio, in modo da avere dati qualitativi relativamente alla colonizzazione 
cellulare delle superfici ed allo stato di salute delle cellule.  
5.17 Pre-trattamento dei vetrini copri- oggetto 
 
La crescita delle cellule in coltura, oltre che su petri, Flask in plastica e su vetro può 
avvenire su vetrini opportunamente funzionalizzati per essere permissivi alla crescita 
cellulare. Tale trattamento è necessario per permettere un’adeguata adesione, crescita 
e sopravvivenza delle cellule. A tele scopo i vetrini sono stati sottoposti ad alcuni 
lavaggi con acqua deionizzata prima di essere immersi in acido nitrico (HNO3) al 65%, 
per almeno 48 ore a temperatura ambiente. In seguito a tale trattamento, che ha lo 
scopo di pulire le superfici da eventuali tracce di polvere o grasso e di attivarne la 
superficie mediante legami OH, i vetrini hanno subito ripetuti lavaggi con acqua 
deionizzata al fine di rimuovere l’acido nitrico in eccesso. Successivamente è stata 
eseguita una fase di sterilizzazione, compiuta in stufa a 180° C per 5 ore. 
Da questo punto in poi qualsiasi operazione è stata condotta in ambiente sterile. I 
vetrini copri-oggetto sono stati disposti in capsule Petri monouso. A questo punto i 
vetrini sono stati considerati pronti per l’uso, nel caso in cui invece, a seconda delle 
caratteristiche delle cellule, dovesse essere necessario come per i neuroni un ulteriore 
trattamento con Poli-L-isina essi vengono incubati per una notte a temperatura 
ambiente in tampone borato (0.1 M, pH 8.5) contenente poli-L-lisina alla 
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concentrazione di 1mg/ml o 0,5mg/ml. Il giorno seguente la poli-L-lisina in eccesso 
viene rimossa attraverso lavaggi in acqua sterile.  
 
5.18 Analisi statistiche  
 
Le analisi statistiche (Student’s t-test) sono state effettuate utilizzando il programma 
Origin (v.8). I dati sono stati espressi con media±deviazione standard e le differenze 
sono state considerate statisticamente significative quando p<0,05. 
 
5.19 Anticorpi 
 
Gli anticorpi primari utilizzati per immunofluorescenza sono i seguenti: 
• Anticorpo monoclonale diretto contro una proteina fibrillare delle cellule gliali GFAP 
(glial fibrillary acidic protein, Sigma), diluizione d’utilizzo 1:400  
• Anticorpo monoclonale diretto contro la βIII-tubulina (Promega), 1:500  
• Anticorpo monoclonale  diretto contro la SNAP25 (Synaptosomal-associated protein 
25,Sternberger), diluizione di utilizzo 1:300 
• Anticorpo policlonale diretto contro la SINAPTOFISINA (o P38, Sinaptic Sistem), 
diluizione di utilizzo 1:100 
• Anticorpo monoclonale diretto contro VAMP2 (sinaptobrevin2, Sinaptic sistem), 
diluizione di utilizzo 1:100 
• Anticorpo monoclonale diretto contro SINAPTOTAGMINA (o Syt, Sinaptic sistem), 
diluizione di utilizzo 1:50 
• Anticorpo monoclonale diretto contro NESTIN (Chemicon), diluizione di utilizzo 1:100 
• Anticorpo policlonale  diretto contro IB4, diluizione di utilizzo 1:100  
• Anticorpo monoclonale  diretto contro MAP-2 (proteina associata ai microtubuli 2, 
Immunological sciences), diluizione di utilizzo 1:500 
• Anticorpo policlonale  diretto contro OLIG-2 (Oligodendrocyte trascription factor 2, 
Millipore), diluizione di utilizzo 1:500 
• Anticorpo policlonale diretto contro DCX (doublecortin, Cell Signaling), diluizione di 
utilizzo 1:200 
Gli anticorpi secondari utilizzati sono: 
• Anticorpo realizzato in capra diretto contro IgG di coniglio coniugato al fluoroforo 
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes). 
• Anticorpo realizzato in capra diretto contro IgG di topo coniugato al fluoroforo Alexa 
Fluor 594 (Molecular Probes). 
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• Anticorpo realizzato in capra diretto contro IgG di coniglio coniugato al fluoroforo 
Alexa Fluor 594 (Molecular Probes). 
• Anticorpo realizzato in capra diretto contro IgG di topo coniugato al fluoroforo Alexa 
Fluor 488 (Molecular Probes). 
Inoltre è stata utilizzata la Falloidina, una tossina che si lega in maniera specifica al 
citoscheletro actinico, direttamente coniugata al fluoroforo Alexa Fluor 594 (Molecular 
Probes) e IB4 che è un marcatore microgliale, direttamente coniugata al fuoroforo 
Alexia Fluor 488. 
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6.1 Caratterizzazione delle MSC 
 
Dopo essere state isolate da tessuto adiposo di ratto, le MSC sono state seminate in 
apposite fiasche e il mezzo di coltura è stato rinnovato ogni 2 o 3 giorni al fine di 
rimuovere le cellule rimaste in sospensione; quindi dopo 3 passaggi in coltura, sono 
state opportunatamente caratterizzate tramite analisi fenotipiche con l’utilizzo di 
combinazioni di anticorpi monoclonali diretti contro marcatori di superficie noti, espressi 
anche dalle MSC coltivate in vitro.  
I pannelli di marcatori utilizzati fino a questo momento per identificare le MSC 
includono esclusivamente recettori per alcune citochine (tra le quali IL-1, 3, 4, 6 e 7) e 
recettori per proteine della matrice extracellulare (ICAM 1 e 2, VCAM1, integrine α - 1, 
2 e 3, integrine β 1, 2, 3 e 4 e Thy-1).  
In alternativa la caratterizzazione può essere effettuata dal punto di vista morfologico, 
immunofenotipico e per la loro capacità differenziativa; infatti le MSC sotto adeguato 
stimolo differenziativo in coltura sono in grado di differenziare in osteoblasti, adipociti e 
condrociti; per la loro caratterizzazione è stato deciso di indurre loro il differenziamento 
osteoblastico. 
6.1.1 Differenziamento Osteoblastico 
6.1.2 Morfologia 
Le cellule MSC sono state mantenute in medium differenziativo, composto da α-MEM, 
10% di FBS, 100 U/ml Pennicillina, 100 U/ml Streptomicina. 2mM L-Glutammina, 0,15 
mM Ascorbato-2-P, 0,01 µM Desametasone e 10 mM β-glicerolfosfato (Ioana A. et al., 
2006) per 7, 14 e 21 giorni per poi essere analizzate sia dal punto di vista morfologico, 
sia per la determinazione di specifici marcatori differenziativi quali la produzione di 
fosfatasi alcalina, l’espressione di osteopontina e la deposizione di matrice 
extracellulare calcificata. Le cellule, in coltura in mezzo induttivo, dopo 14 giorni hanno 
assunto una morfologia nettamente differente da quella delle cellule cresciute in mezzo 
di controllo (Figura 1): le cellule in differenziamento, hanno perso la caratteristica 
morfologia allungata simil-fibroblastoide (Baksh D. et al., 2004) delle cellule staminali 
mesenchimali, con una disposizione abbastanza omogenea, assumendo una 
morfologia più tondeggiante. 
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Figura1: foto in campo chiaro. A: MSC mantenute in condizioni di controllo per 14 giorni; B: 
MSC mantenute in terreno di differenziamento osteoblestico per 14 giorni. 40X 
 
6.1.3 Attività dell’ enzima Fosfatasi Alcalina e produzione di 
matrice calcificata 
 
L’attività fosfatasica, tipicamente presente nelle cellule del tessuto osseo, è stata 
valutata, in lisati di cellule MSC isolate dopo 14 giorni di differenziamento. È stato 
possibile osservare come, a 14 giorni, le MSC sottoposte a differenziamento, mostrino 
un incremento di attività fosfatasica doppio rispetto alle MSC mantenute in condizioni di 
controllo. (100±0,25, n=5, p<0,05) 
 
Figura 2: Analisi quantitativa dell’attività fosfatasica di cellule MSC differenziate in 
osteoblasti 
Attività fosfatasica standardizzata per mg di proteine di cellule MSC non differenziate (CTRL) e 
differenziate 
verso la linea osteoblastica (OSTEO) determinata a 14 giorni. Le medie ± deviazione standard 
sono rappresentate (* p<0,05 Student’s T-test). 
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Inoltre è stato quantificato il livello di deposizione della matrice calcificata delle MSC 
sottoposte a differenziamento per 21 giorni mediante colorazione con Alizarin Red-S, 
che si lega in maniera specifica ai depositi di calcio che si formano, e successiva 
estrazione (Figura 3): nelle MSC differenziate si sono osservati livelli di calcio ben più 
elevati rispetto a quelli osservati nelle MSC mantenute in condizioni di controllo, con un 
incremento medio di circa il doppio (100±0,21, n=5, p<0,05). 
 
Figura 3. Valutazione qualitativa e quantitativa della deposizione di matrice calcificata da 
parte di cellule MSC differenziate verso la linea osteoblastica. 
Colorazione con Alizarin Red S di MSC coltivate per 21 giorni in terreno non induttivo. Il grafico 
rappresenta le medie dei valori di assorbanza a 550 nm ± deviazione standard. 
 
Esperimenti di immunocitochimica hanno permesso di evidenziare l’espressione di una 
proteina espressa specificamente nel tessuto osseo come l’osteopontina (OPN). 
Le MSC differenziate per 7, 14 e 21 giorni, hanno espresso livelli elevati di proteina 
tessuto specifica OPN (Fig4), mentre le cellule non differenziate non hanno mostrato 
alcuna espressione di questa proteina. L’OPN non è risultata omogeneamente 
espressa in tutte le cellule, suggerendo che le MSC non siano tutte allo stesso stadio di 
differenziamento. 
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Figura 4: Espressione di osteopontina (OPN) e di actina (ACT) in cellule MSC 
differenziate e non differenziate 
Esperimenti di immunofluorescenza con cellule MSC coltivate per 1, 7 e 14 giorni in medium 
controllo 
(CTRL) e in terreno differenziativo (OSTEO). (Tutte le immagini a 40X). 
 
 
6.2 Interazioni MSC-Biomateriali 
 
Al fine di poter valutare le potenzialità delle MSC nell’ambito della rigenerazione ossea 
in caso di lesioni, sono stati effettuati studi di citocompatibilità tra cellule e biomateriali 
di titanio opportunamente processato. Quindi dopo aver sottoposto gli scaffold di 
Titanio, quali BioRough, SUM e SUMNa a trattamenti di tipo chimico-fisico ed 
elettrochimici in modo da renderli  biocompatibili e antibatterici, sulla loro superficie 
sono state seminate le MSC allo stato indifferenziato. I biomateriali testati non hanno 
prodotto effetti citotossici. Infatti, le cellule MSC, hanno aderito alla superficie di tutti e 
tre i biomateriali, colonizzandola; da studi di vitalità cellulare effettuati mediante il 
saggio Alamar Blue non è stata osservata alcuna differenza rispetto a cellule 
mantenute in coltura in condizioni di controllo su vetro. 
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F
igura 5: (A) foto della superficie dei Titani differentemente trattati (in alto), MSC piastrate sui 
titani (in basso); (B) Saggio dell’Alamar Blue per valutare la crescita cellulare sui tre diversi titani 
rispetto alla situazione di controllo su vetro dopo 1 gg in coltura; (C) Saggio dell’Alamar Blue per 
valutare la crescita cellulare sui tre diversi titani rispetto alla situazione di controllo su vetro 
dopo 4 gg in coltura; 
(D) Saggio dell’Alamar Blue per valutare la crescita cellulare sui tre diversi titani rispetto alla 
situazione di controllo su vetro dopo 1 gg in coltura. 
 
Per apprezzare il potere osteoinduttivo dei biomateriali, le cellule sono state fatte 
crescere sulla loro superficie sia in terreno differenziativo che in terreno di controllo, 
valutandone l’attività di fosfatasi alcalina e il calcio prodotto. 
Le cellule MSC seminate su BioRough, SUM e SUMNa, così come quelle seminate su 
vetro hanno presentato elevati livelli di attività di fosfatasi alcalina dopo 14 giorni di 
differenziamento. Le MSC coltivate in medium osteogenico, anche in presenza di 
biomateriale, hanno mostrato una superiore attività fosfatasica rispetto a cellule 
indifferenziate.  
 
A B 
C D 
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Figura 6: Quantizzazione dei livelli di attività dell’enzima fosfatasi alcalina delle cellule 
sottoposte a differenziamento osteoblastico su vetro e sui 3 substrati di Titanio. 
 
L’analisi quantitativa dei livelli di deposizione di calcio di cellule MSC coltivate in 
medium osteogenico, sui tre supporti, ha dimostrato che i livelli di deposizione di 
matrice calcificata risultano significativamente superiori rispetto a quelli prodotti da 
cellule indifferenziate. 
 
 
Figura 7: Quantizzazione dei depositi di Calcio delle cellule sottoposte a differenziamento 
osteoblastico su vetro e sui 3 substrati di Titanio. 
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6.3 Identificazione di un protocollo per lo sviluppo di un mezzo di 
coltura per le proliferazione delle MSC in condizioni GMP 
 
 
Le GMP (Good Manufacturing Practices) sono un insieme di regole, procedure e linee 
guida in base alle quali vengono prodotti farmaci, dispositivi medici, prodotti per la 
diagnostica e sostanze farmacologicamente attive. Nell’ambito della ricerca 
biotecnologica è particolarmente rilevante rispettare l’applicazione dei seguenti punti 
delle linee guida GMP: 
• Non utilizzare sostante derivanti da animali (siero) 
• Non utilizzare citochine poiché alterano la crescita cellulare 
• Possibile utilizzo di tutto ciò che è considerato GMP grade, quindi di tutto ciò che è 
prodotto sinteticamente (proteine, vitamine etc …) 
• L’utilizzo di sieri e citochine è ammesso solo a patto che nel periodo che precede il 
passaggio in clinica esse siano totalmente eliminate, mantenendo le cellule in un 
mezzo senza tali fattori, questo però comporta che prima di applicazioni in clinica sono 
necessarie analisi che dimostrino che tali fattori siano assenti. 
Quindi sono state effettuate una serie di prove per sviluppare un mezzo che favorisse 
la proliferazione cellulare e che rispettasse queste norme. 
Per valutare se i mezzi sviluppati favorissero o meno la crescita cellulare, sono state 
realizzate delle curve di crescita per diversi giorni in coltura.  
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Figura 8: (A)tabella riassuntiva dei terreni testati 
(B)grafici rappresentativi di curve di crescits di 4 terreni testati sulle MSC. 
 
Osservando tutte le curve di crescita si evince che il mezzo più promettente potrebbe 
essere il T3 poiché è quello che si avvicina maggiormente ai livelli di crescita delle 
cellule in condizioni di controllo. 
 
 
 
Figura 9: foto rappresentative di MSC matenue in mezzo T3 (in alto) a 3 diversi tempi di coltura; 
MSC mantenute in condizioni di controllo a 3 diversi tempi di coltura. 
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6.3.1 Caratterizzazione delle MSC mantenute in mezzo T3 
 
Poiché nelle cellule mantenute nel mezzo T3 si osservava una crescita più simile a 
quella delle cellule in condizioni di controllo e quindi in presenza di siero si è deciso di 
caratterizzarle in maniera più approfondita, inducendo il differenziamento osteoblastico 
per valutare se le MSC fossero ancora in grado di differenziarsi e quindi di mantenere 
la loro caratteristica di staminalità. 
   dopo 7 GG in T3            dopo 14 GG in T3 
                                                
                                                       
Figura 10: foto rappresentative di MSC matenue in mezzo T3  per 7 e 14 giorni e sottoposte a 
differenziamento osteoblastico(in basso), mantenute in mezzo T3 (in basso). (B) Grafici di 
quantizzazione dei depositi di calcio (in alto) e dell’enzima fosfatasi alcalina (in basso). 
 
Analisi morfologiche di immunocitochimica hanno evidenziato che dopo aver indotto il 
differenziamento osteoblastico con un marcatore specifico per l’osteopontina e dai 
saggi di Alizarin Red e Fosfatasi Alcalina, le cellule mantenute per 7 giorni e per 14 
giorni a contatto con il mezzo T3 risultano essere ancora in grado di differenziare 
mantenendo quindi il loro potenziale di staminalità. 
Il mezzo T3 ha mostrato il miglior indice di proliferazione e ha dimostrato non alterare 
la staminalità delle MSC, risultando essere un buon candidato per la proliferazione 
delle MSC e per il loro mantenimento in coltura in condizioni di GMP. 
 
 
 
 
 
OPN
ACT 
DAPI 
A B 
Risultati 
 
81 
 
6.4 Transdifferenziamento delle MSC 
 
Esistono diverse evidenze che le cellule staminali mesenchimali (MSC) sono in grado 
di transdifferenziare acquisendo un fenotipo differente da quello delle cellule del 
tessuto di appartenenza, se sottoposte a determinati stimoli. Il midollo osseo 
attualmente rappresenta la principale fonte di MSC, ma l’invasività del prelievo e la 
scarsa resa cellulare sono limiti che rendono queste cellule difficilmente utilizzabili per 
applicazioni di tipo clinico. Vari studi, (Gronthos et al., 2001; De Ugarte et al., 2003) 
hanno dimostrato che le MSC derivanti da altri tessuti sono comparabili, questo ha 
permesso di identificare in particolare le MSC isolate dal tessuto adiposo come una 
valida alternativa alle MSC estratte dal midollo osseo. Infatti è possibile estrarre il 
tessuto adiposo con un prelievo poco invasivo ottenendo un elevato numero di cellule; 
inoltre a differenza delle MSC estratte dal midollo osseo, le MSC isolate dal tessuto 
adiposo non diminuiscono la loro capacità differenziativa con l’età (de Girolamo et al. 
2009).  
Abbiamo quindi voluto identificare un protocollo per indurre il trans differenziamento 
delle MSC isolate dal tessuto adiposo in cellule del sistema nervoso centrale. 
 
6.4.1 Trans-differenziamento delle MSC mediante formazione 
di sfere 
 
Per l’identificazione di un protocollo di differenziamento delle MSC in cellule del SNC 
inizialmente è stata valutata la replicabilità di altri protocolli già presenti in letteratura 
che inducessero il transdifferenziamento di cellule staminali, di origine differente dal 
tessuto adiposo, verso un fenotipo neuronale. A tale scopo, è stato valutato, con 
opportune modifiche, il mezzo differenziativo proposto per il transdifferenziamento delle 
cellule staminali mesenchimali umane estratte da tessuto adiposo proposto da 
Anghileri e collaboratori (Anghileri et al. 2007). 
Le MSC (ad elevato passaggio in coltura >P8) sono state piastrate in fiasca (T75) e 
mantenute alla temperatura costante di 37°C e con i l 5% di CO2 fino al raggiungimento 
del 60-70% di confluenza; quindi, le cellule sono state tripsinizzate, piastrate in una 
capsula petri p100 ad una densità di 10.000 cells/cm2 e mantenute in coltura per una 
settimana in un terreno privo di siero ma arricchito di bFGF (basic Fibroblast Growth 
Factor) e hEGF (human Epithelial Growth Factor). In presenza di questi fattori le MSC 
sono in grado di formare aggregati fluttuanti di cellule (sfere) in 2-6 gg. Le sfere 
vengono quindi prelevate, centrifugate a 800 rpm, dissociate tramite pipetta pasteur e 
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piastrate su vetrini precedentemente trattati con poly-L-ysina (Sigma- Aldrich, Italia) ad 
una densità di 2000 cellule/cm2 e mantenute in un mezzo di coltura composto da 
αMEM, FBS (siero fetale bovino), BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) e RA (all-
trans acido retinico) per 30 giorni sostituendolo ogni 4-5gg.  
Osservando le cellule mediante microscopia in campo chiaro abbiamo osservato che le 
MSC mantenute in terreno differenziativo per 30 gg, mostravano un cambiamento 
morfologico, passando da una morfologia piatta e larga, simile a quella dei fibroblasti in 
coltura, ad una morfologia tipica delle colture in vitro di tipo astro gliale (Fig. 11A). 
 
  
 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: A: Cellule MSC isolate dal tessuto adiposo di ratto  (passaggio >8) piastrate in 
assenza di siero per 7 gg per permettere la formazione di sfere. Le sfere vengono dissociate e 
seminate su vetrini polilisinati per 30 gg. B(pannello superiore): Colorazione 
immunocitochimica mediante anticorpi diretti contro -Glial Fibrillar Acidic Protein (GFAP) in 
verde e actina (ACT) in rosso, di astrociti corticali primari di ratto cresciuti in terreno controllo, 
MSC cresciute in terreno controllo e MSC cresciute in terreno di differenziamento per 30 gg. 
(pannello inferiore) Colorazione mediante anticorpi diretti contro βIII Tubulina (rosso) di 
neuroni corticali cresciuti in terreno controllo, MSC cresciute in terreno controllo, MSC 
mantenute in terreno differenziativo per 30 gg. Il DAPI colora i nuclei (blu). Ingrandimento 40X 
C: Quantizzazione del numero di cellule GFAP positive (verde) o betaIIItubulina (rossa) Dati 
espressi come media±SD, *P<0,05. 
 
Per poter meglio caratterizzare la natura di questi cambi morfologici, le cellule sono 
state fissate in  parafolmaldeide 4% e colorate mediante immunocitochimica con 
marcatori specifici del sistema nervoso centrale. Le cellule sono state colorate con un 
anticorpo policlonale diretto contro la GFAP (Glial Fibrillar Acidic Protein) (Fig.11B), 
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che è espressa in modo specifico dagli astrociti e con un anticorpo monoclonale diretto 
contro la βIII tubulina che è una isoforma neurone-specifica della tubulina (Fig.11B), 
proteina del citoscheletro. 
Le immagini successivamente quantificate mediante la conta delle cellule analizzando 
diversi campi hanno mostrato che oltre il 60% (60±3,74, n= 4 campi, p<0,05) delle 
cellule sottoposte a differenziamento erano GFAP positive, ma negative per la Beta III 
tubulina (Fig. 11C). 
Questo protocollo però ha molti limiti uno dei quali è la scarsa quantità di cellule che si 
ottengono da sottoporre in differenziamento; infatti per poter ottenere una quantità di 
sfere, che sia accettabile, da sottoporre a differenziamento è necessario partire da una 
quantità di cellule troppo elevata. Inoltre la tempistica necessaria per l’ottenimento 
delle sfere da sottoporre a differenziamento è troppo lunga infatti è necessario che 
passino almeno 30 giorni, questo rende il protocollo non conforme alle norme delle 
GMP aumentano i rischi di eventuali cross contaminazioni. 
 
6.4.2 Trans-differenziamento delle MSC mediante co-cultura 
con colture primarie di astrociti corticali 
 
Per migliorare l’efficienza di questo protocollo di differenziamento, le MSC sottoposte a 
differenziamento sono state messe in co-coltura con astrociti corticali di ratto. La scelta 
del tipo cellulare da mettere in co-coltura è stata fatta sulla base di dati in letteratura 
che suggeriscono che gli astrociti, oltre a dare un supporto meccanico passivo per la 
crescita dei neuroni, possono influire sull’estensione dei neuriti, mediante rilascio di 
citochine, proteasi e fattori di crescita e neurotrofici, e sullo sviluppo del neurone 
mediante il rilascio di sostanze mediato da meccanismi calcio-dipendenti (Volterra et 
al., 2005). 
Il sistema di co-coltura che abbiamo utilizzato (Bartlett e Banker 1984) è un sistema in 
cui i due tipi cellulari non sono a contatto, ma condividono lo stesso terreno di crescita. 
In tal modo l’interazione tra le due popolazioni cellulari è mediata dal rilascio di fattori 
all’interno del terreno che condividono. 
In particolare, le cellule derivanti dalle sfere di MSC sono state piastrate su vetrini copri 
oggetto trattati con poly-L-lisina e provvisti di piedini spaziatori di paraffina. Le cellule 
sono state mantenute nel mezzo di differenziamento per 7 giorni. Successivamente, i 
vetrini sono stati capovolti sul monostrato di astrociti con il lato su cui sono state 
piastrate le cellule rivolto verso gli astrociti in modo da permettere una comunicazione 
intercellulare mediata da fattori solubili fra le due colture cellulari. Sono state prese in 
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considerazione due condizioni sperimentali: nella prima, la co-coltura è stata 
mantenuta nel terreno di crescita solitamente utilizzato per le colture di astrociti corticali 
(Glial Cortex Medium); nell’altra, la co-coltura è stata mantenuta nel terreno di 
differenziamento (Fig. 12A). 
Osservando le cellule al microscopio si è visto che le cellule mantenute in terreno 
differenziativo subivano una evidente variazione morfologica, mentre le cellule nella 
seconda condizione sembravano riacquistare la morfologia originaria (Fig. 12A). Una 
delle ipotesi formulate è che l’elevata percentuale di siero presente nel mezzo di 
coltura degli astrociti interferisca con il differenziamento, inducendo le MSC a 
comportarsi come nella loro condizione basale. 
Le cellule sottoposte a differenziamento sono state quindi fissate e, mediante tecniche 
di immunocitochimica, colorate con anticorpi specifici per GFAP (Fig.12B), e DCX 
(DoubleCortin), una proteina associata ai microtubuli espressa nei neuroni immaturi 
durante le prime fasi di sviluppo (Fig. 12B). Dall’analisi quantitativa è emerso che circa 
il 65% ( 64,5 ±6,2, n= 5, p< 0,05) delle cellule erano positive per la GFAP mentre non è 
stata osservata alcuna positività per DCX (Fig 12C) 
Le cellule, inoltre non erano positive neppure alla marcatura con Beta III tubulina, 
MAP-2 e olig2 (dati non mostrati). 
Confrontando le cellule sottoposte a differenziamento in co-coltura con quelle 
differenziate in assenza di co-coltura non abbiamo notato un incremento significativo 
della percentuale di cellule differenziate (Fig.12D) quindi il trattamento delle MSC con 
un mezzo condizionato dalla presenza di cellule gliali non favorisce un aumento di 
efficienza del differenziamento.  
Successivamente è stata allestita una co-coltura di MSC sottoposte a differenziamento 
in presenza di astrociti corticali a contatto con microglia primaria, per valutare se la 
presenza di cellule immunocompetenti residenti del sistema nervoso centrale potesse 
in qualche modo favorire la manifestazione del fenotipo neuronale (Fujimura J. et al 
2005; Butovsky O. et al. 2005). La stessa co-coltura è stata replicata addizionando al 
terreno di coltura IFN-γ (Interferone-γ), una citochina in grado di indurre il rilascio da 
parte della microglia di fattori neurotrofici (Butovshy et al., 2005). In entrambi i casi 
l’osservazione qualitativa non ha mostrato particolari miglioramenti dell’efficienza di 
differenziamento (Dati non mostrati). 
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Figura 12: A: Cellule MSC isolate dal tessuto adiposo di ratto (passaggio >8) piastrate in 
assenza di siero per 7 gg per permettere la formazione di sfere. Le sfere sono state 
recuperate e piastrate, dopo dissociazione, su vetrini polilisinati e provvisti di piedini 
spaziatori di paraffina. Esse sono state mantenute in coltura nel mezzo differenziativo per 7 
gg, quindi trasferite in co-coltura con astrociti corticali primari di ratto (AC) e 
successivamente mentenute in co-coltura per 23 gg con due diversi protocolli sperimentali: 
sfere MSC/AC in terreno astrocitario e sfere MSC/AC in terreno differenziativo. B: (pannello 
superiore) Colorazione immunocitochimica mediante anticorpi specifici per GFAP (verde) e 
ACT (rossa) di astrociti corticali cresciuti in terreno controllo, MSC cresciute in terreno di 
controllo e di sfere di MSC/astrociti corticali cresciute in terreno di differenziamento per 30 
gg. (pannello inferiore) Colorazione mediante anticorpi diretti contro double cortin (rosso) di 
neuroni corticali cresciuti in terreno controllo, MSC cresciute in terreno controllo, e sfere di 
MSC/AC cresciute in terreno di differenziamento per 30 gg. I nuclei sono colorati con DAPI 
(blu). Ingrandimento 40X. C: Quantizzazione della percentuale di cellule GFAP positive 
confrontando le MSC differenziate in co-coltura con le MSC indifferenziate (CTR-) e con 
astrociti corticali (CTR+); Dati espressi come media±SD, *P<0,05. D: Quantizzazione della 
percentuale di cellule GFAP positive: confronto tra MSC in differenziamento senza co-coltura 
con MSC in differenziamento con co-coltura. Dati espressi come media±SD, *P<0,05. 
 
Per quanto interessante, questa procedura sperimentale di co-cultura ha manifestato 
significative carenze e limiti procedurali, come ad esempio una bassa disponibilità di 
cellule utilizzabili e una tempistica di trattamento troppo lunga per essere applicata in 
clinica.  
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6.4.3 Caratterizzazione di un mezzo proprietario per il 
differenziamento delle MSC in cellule del sistema nervoso 
centrale 
Per superare i limiti sopra descritti si è deciso di studiare protocolli alternativi di 
differenziamento; si è deciso quindi di procedere con l’identificazione di un protocollo in 
grado di indurre un differenziamento diretto delle MSC in coltura, che non richiedesse 
la formazione di sfere. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13 A:Tabella riassuntiva dei diversi mezzi di coltura utilizzati per il differenziamento. B: 
Colorazione immunocitochimica con anticorpi specifici per Ib4 (verde) e olig2 (rosso) di MSC 
indifferenziate, microglia, MSC sottoposte a differenziamento NZ1 per 29 h. Ingrandimento 40x. 
C: Colorazione immunocitochimica mediante anticorpo per la Nestina (verde) di MSC 
indifferenziate, neuroni 2 div e di MSC a diversi tempi (24h, 48h) in coltura nel terreno 
differenziativo. Ingrandimento 40x 
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Il primo mezzo di differenziamento preso in considerazione (NZ1) è stato ottenuto 
apportando opportune modifiche al mezzo di coltura precedentemente sviluppato da 
Kang et al. nel 2006 per il differenziamento di cellule staminali mesenchimali umane 
isolate dal sangue del cordone ombelicale.  
Una volta raggiunta una confluenza di circa il 70-80%, le MSC sono state piastrate su 
vetrini poli-L-lisinati ad una densità di 10.000 cellule/cm2 e tenute in coltura con un 
primo mezzo di pre-differenziamento (pre DIFF) composto da: α-MEM, BME (β-
mercaptoetanolo) e FBS per 24h, successivamente questo mezzo è stato sostituito con 
un mezzo di differenziamento (DIFF) composto da: α-MEM, DMSO (dimetilsolforide) e 
BHA (butylated hydroxyanisole) per 5h (Fig. 13A). 
Osservando le cellule mediante microscopio in campo chiaro è stato subito evidente il 
cambiamento morfologico delle cellule già durante le prime ore di trattamento (Fig. 
13A). Le cellule infatti avevano assunto la morfologia tipica delle cellule microgliali, con 
corpi cellulari piccoli e tondi e con ramificazioni. 
Quindi si è deciso di approfondire la caratterizzazione di queste cellule differenziate 
mediante colorazioni immunocitochimiche con anticorpi specifici sia delle cellule 
microgliali quale ib4 sia degli oligodendrociti quale olig2 (precursori oligodendrogliali) 
(Fig. 13B) In entrambi i casi le cellule non hanno mostrato alcuna positività per questi 
marcatori. I successivi tentativi di miglioramento del protocollo non hanno sortito gli 
effetti sperati. Infatti si è visto anche che le cellule sottoposte al trattamento con questo 
mezzo per più di 24h andavano incontro a necrosi; per questo motivo il protocollo di 
differenziamento è stato opportunamente cambiato.  
Il secondo mezzo di differenziamento preso in considerazione (NZ2) (Egusa et al. 
2005) era stato utilizzato su cellule staminali mesenchimali derivanti da midollo osseo 
per il trans differenziamento verso un fenotipo neuronale. Questo protocollo prevedeva 
che le MSC, una volta a confluenza, venissero tripsinizzate e piastrate su vetrini poli-L-
lisinati ad una densità di 20.000 cellule/cm2, in un mezzo di coltura composto da α-
MEM, BME e FBS per 24h sostituito poi da un mezzo di differenziamento contenente 
α-MEM, B27 (invitrogen) e BDNF per 10 giorni (Fig. 13A) 
Osservando le cellule mediante microscopio a campo chiaro non è stato osservato 
alcun cambiamento morfologico significativo (Fig. 13A). Dopo aver apportato sensibili 
modifiche a questo protocollo, come il tempo di esposizione al mezzo di 
differenziamento e l’aumento delle concentrazioni dei fattori al suo interno senza 
ottenere alcun risultato interessante, si è deciso di non proseguire oltre nella 
caratterizzazione cellulare. 
Il terzo mezzo di differenziamento preso in considerazione (NZ3) è stato invece 
sviluppato da Kang et al. nel 2009 e utilizzavano cellule mesenchimali staminali di 
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midollo osseo per l’induzione del fenotipo neurale. Questo protocollo, parzialmente 
modificato, prevedeva che, per indurre un fenotipo neuronal-like, le MSC venissero 
piastrate su vetrini poli-L-lisinati ad una densità di 20.000 cellule/cm2 e mantenute in un 
mezzo di coltura composto da α-MEM, BME e DMSO per 5 h. Il protocollo prevedeva 
anche che poi il terreno venisse sostituito da un secondo mezzo composto da: α-MEM, 
FBS, FGF, EGF, dbcAMP (dibutyryl cyclicn AMP) e IBMX (isobutylmethylxanthine) per 
14 giorni (Fig. 13A) 
Osservando le cellule sottoposte a differenziamento tramite microscopia in campo 
chiaro abbiamo visto un cambiamento morfologico evidente ma anche una generale 
sofferenza delle cellule in coltura. I successivi saggi di immunocitochimica con 
marcatori specifici neuronali hanno mostrato una totale negatività sia di marcatori 
neuronali specifici per stadi precoci (DCX) di sviluppo sia per quelli più tardivi, (Beta III 
tubulina) (dati non mostrati). 
Analizzando quanto ottenuto da tutti e tre i protocolli testati abbiamo dedotto che non vi 
è alcuna riproducibilità dei protocolli già noti in letteratura usando MSC isolate dal 
tessuto adiposo di ratto. Inoltre la presenza di siero e di agenti chimici nelle 
composizioni del mezzo non li rende utilizzabili per studi clinici poiché 
l’implementazione di protocolli di terapia rigenerativa prevede l’applicazione di 
procedure e materiali conformi alle normative GMP (Good Manufacturing Practices).  
Per questo motivo il processo di transdifferenziamento neurale da parte delle MSC 
ottenuto con fattori chimici, è già stato messo in discussione. Recentemente alcuni 
lavori, hanno dimostrato che sia il cambio morfologico che quello fenotipo osservati 
potrebbero essere solo una conseguenza di alterazioni da parte del citoscheletro e che 
una esposizione prolungata a fattori chimici potrebbe risultare mortale per le cellule 
(Barnabè et al., 2009). 
Di conseguenza si è deciso di sviluppare un mezzo proprietario (NZ4) ideato in 
laboratorio sfruttando le conoscenze acquisite dalla letteratura e dall’esperienza pratica 
precedentemente descritta. 
Il protocollo del mezzo proprietario NZ4 prevede di piastrare le MSC ad un passaggio 
in coltura basso (P4) su vetrini poli-L-lisinati (0,5mg/ml) ad una densità di 20.000 
cellule/cm2 nel mezzo di controllo (α-MEM, FBS) per 24h; in seguito il mezzo deve 
essere sostituito con un mezzo composto da α-MEM, EGF e BME per 24h. Una volta 
trascorse le 24h il mezzo è stato sostituito con un nuovo mezzo composto da 
Neurobasal (GIBCO), BDNF, RA, dbcAMP, insulina e B27 per 3-5 gg.  
La prima cosa che abbiamo osservato in campo chiaro è stato il cambio di morfologia 
che le cellule avevano subito, infatti esse erano passate da avere una forma piatta e 
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larga ad assumere un corpo cellulare rotondo con processi ben sviluppati dopo solo 
24h nel terreno di differenziamento (Fig. 13A). 
Poiché è noto che le MSC in grado di esprimere nestina (marcatore dei precursori delle 
cellule neuronali) sono in grado di differenziare verso un fenotipo neuronale (Wislet-
Gendebien et al., 2005) è stata valutata la sua espressione da parte delle cellule 
sottoposte a differenziamento.(Fig. 13C). Le nostre cellule sono risultate essere 
positive per questo marcatore a diversi tempi di mantenimento in mezzo differenziativo 
sia dopo 24h che dopo 48h e 72h.  
Alla luce di questi promettenti risultati preliminari su colture differenziate si è deciso di 
approfondire la caratterizzazione di queste cellule sottoposte a differenziamento. 
Inizialmente è stata condotta una caratterizzazione mediante colorazioni di 
immunofluorescenza per valutare l’eventuale espressione di proteine presenti durante 
gli stadi più precoci dello sviluppo neuronale, quali DoubleCortin (DCX) che è una 
proteina associata ai microtubuli espressa in maniera specifica dai precursori neuronali 
e dai neuroni immaturi, e β3 tubulina che è un elemento dei microtubuli espresso 
esclusivamente nei neuroni tanto da essere considerato uno dei principali identificatori 
dei neuroni all’interno del SNC (Fig.14A); da parte delle cellule sottoposte a 
differenziamento per 24h, 48h e 72h. Le MSC esposte al mezzo di differenziamento 
NZ4 per 48h e 72h, contrariamente a quelle non sottoposte ad alcun trattamento di 
differenziamento, hanno mostrato positività per la Sinaptotagmina (SYT) che è una 
proteina integrale della membrana delle vescicole sinaptiche che interagisce in modo 
Ca2+-specifico con proteine presenti nella membrana presinaptica favorendo 
l'ancoraggio delle vescicole alla membrana stessa, VAMP2 che è una proteina 
associata alle vescicole di membrana, Sinaptofisina che viene riconosciuta come una 
delle principali proteine che intervengono a livello delle vescicole sinaptiche p38 (Fig. 
14B, 15A). 
La positività a questi marcatori da parte delle MSC sottoposte a differenziamento è un 
dato molto interessante poiché si tratta di proteine specifiche neuronali e alcune di loro 
sono legate al trasposto delle vescicole sinaitiche presenti unicamente a livello del 
CNS. 
Le MSC sottoposte al trattamento di differenziamento fino a 48h non hanno mostrato 
positività per SNAP25 cosa che invece sembrava essere presente nelle MSC in 
differenziamento per 72h. 
Inoltre in seguito a quantizzazione è risultato che le percentuali di cellule che 
esprimevano i marcatori specifici neuronali da parte di cellule in differenziamento per 
72h erano: DCX: 47±2.5, n=5, p<0,05; βIIITub: 37±4, n=5; P38: 47±6,2, n=3, p< 0,05; 
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SNAP25: 2±3,4, n=3; VAMP2: 60±4,04, n= 3, p<0,05 e SYT: 58±3,5, n=3, p<0,05. 
(Fig.15B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14:A: Colorazione di immunofluorescenza mediante anticorpi diretti contro double cortin 
DCX (rossa) e BIIITubulina (verde) di MSC indifferenziate, di neuroni corticali e di MSC in 
terreno di differenziamento (NZ4) a diversi tempi in coltura (6h, 24h, 48h. Ingrandimento 40x. B: 
Colorazione di immunofluorescenzaa mediante anticorpi diretti contro SYT e sinaptotagmina 
(verde), VAMP2(rossa) e P38 o sinaptofisina (verde) di MSC indifferenziate, di neuroni e di 
MSC mantenute in terreno di differenziamento (NZ4) per 48h. Ingrandimento 40x 
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In seguito alla caratterizzazione dell’espressione temporale di proteine specifiche dei 
diversi stadi di maturazione neuronale, abbiamo condotto una quantizzazione della 
percentuale di vitalità delle MSC sottoposte a differenziamento, questa valutazione è 
stata effettuata mediante la quantizzazione del rapporto fra i coloranti DAPI/PI; il DAPI 
si lega infatti a tutti i nuclei cellulari, mentre il PI (Propidio Ioduro) colora solamente i 
nuclei delle cellule che stanno subendo o che hanno già subito il processo di morte. 
Da questa analisi è emerso che circa l’ 80% (11,6±4,6, n=4, p<0,05) delle cellule 
sottoposte a differenziamento per 72h rimangono vitali, questo ci ha indicato che il 
protocollo non è particolarmente dannoso per le cellule (Fig 15C). 
 
Figura 15: A: Colorazione immunoistochimica di MSC mantenute in terreno di 
differenziamento per 72 h. (pannello superiore) DCX (verde) e BIIITUBULINA(rosso);  
(pannello centrale) SYT (rosso) e VAMP2 (verde); (pannello inferiore) SNAP25 (rosso) e 
P38 (verde). Ingrandimento 40X. B: Quantizzazione della percentuale di cellule positive ai vari 
marcatori testati. Il grafico evidenza la percentuale di cellule βIIITubulina, DCX, P38, SNAP25, 
VAMP2, SYT delle MSC in differenziamento per 72h. Dati espressi come media±SD. C: 
Quantizzazione indicante la percentuale di cellule morte. Marcatura DAPI/PI. Dati espressi 
come media±SD, *P<0,05 
 
In seguito si è proceduto con una caratterizzazione delle MSC sottoposte a 
differenziamento nel mezzo NZ4 mediante la valutazione dell’espressione di specifici 
geni dello sviluppo neuronale ai diversi stadi di differenziamento. 
 
     MSC  in diff 72h 
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Quindi è stato isolato l’mRNA dalle cellule sottoposte a differenziamento con NZ4 a 
diversi tempi e successivamente è stato retro trascritto in cDNA. 
Tutti i primers utilizzati sono stati disegnati mediante un programma on-line (Primer3) e 
per testare la loro specificità abbiamo effettuato delle PCR di controllo (Fig. 16A). 
Come controllo negativo sono state utilizzate MSC indifferenziate mentre come 
controllo positivo sono stati utilizzati neuroni ippocampali maturi di ratto a 7 DIV. 
 
L’analisi qualitativa delle PCR ha permesso di confermare la positività per Nestina, 
βIIItubulina e DCX ma l’assenza di SNAP25 (Fig. 16B). Poiché l’espressione di 
SNAP25 è stata invece osservata in immnofluorescenza, lo studio di questo gene 
merita ulteriori approfondimenti per capire la modulazione dell’espressione in funzione 
del tempo in coltura. Inoltre è stata verificata l’assenza di altri marcatori per tipi cellulari 
non neuronali come la GFAP, questa proteina è normalmente assente nei neuroni ma 
è fortemente espressa dagli astrociti (Sofroniew MV. 2012). 
 
Figura 16: A: Primers disegnati per prove di PCR con cDNA di MSC non differenziate (CTR-) e 
di HN (CTR+). B: analisi dell’espressione genica su cDNA di neuroni ippocampali mantenuti nel 
loro terreno di crescita (CTR+); cDNA di MSC mantenute nel loro terreno di crescita (CTR-); 
cDNA di MSC in terreno differenziativo per 24h-48h e 72h. L’espressione dell’actina è usata 
come controllo interno. 
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6.4.3.1 Analisi funzionale delle MSC differenziate 
La caratterizzazione molecolare dell’espressione di proteine specifiche del sistema 
nervoso centrale da parte di MSC sottoposte a differenziamento ha permesso di 
ipotizzare un effetto importante del mezzo NZ4 nell’indurre il loro transdifferenziamento 
in senso neuronale. Al fine di caratterizzare meglio questo processo differenziativo, 
anche dal punto di vista funzionale, sono stati effettuati esperimenti funzionali su MSC 
a diversi tempi sperimentali di differenziamento, neuroni primari agli stessi tempi in 
coltura e su MSC non sottoposte ad alcun trattamento di differenziamento. Questi studi 
funzionali sono stati effettuati mediante analisi quantitative delle variazioni dei livelli di 
calcio intracellulari misurate con registrazioni di imaging per il calcio su singola cellula, 
sia tramite valutazione quantitativa delle variazioni dei potenziali di membrana tramite 
registrazioni elettrofisiologiche in modalità patch clamp. 
 
Tramite acquisizioni ratiometriche delle dinamiche di calcio su singola cellula è stato 
possibile valutare qualitativamente la risposta funzionale di cellule MSC sottoposte ad 
uno stimolo di depolarizzazione classico utilizzato per la stimolazione neuronale quale 
50mM KCl. E’ stato possibile osservare che le colture MSC non differenziate non 
rispondono a stimolazione con 50mM KCl, tipica stimolazione utilizzata per 
depolarizzare i neuroni (Fig. 17A) mentre, come atteso, sono in grado di rispondere ad 
una stimolazione di tipo purinergico (1mM ATP) (Fig.17A). Le cellule MSC sottoposte a 
differenziamento in mezzo NZ4, invece, mostrano una parziale risposta alla 
stimolazione con KCl, con una cinetica che varia a seconda del tempo di 
mantenimento in mezzo di differenziamento. Le MSC in differenziamento da 48h 
mostrano una risposta con un’ampiezza ridotta rispetto a quella osservata in cellule in 
differenziamento per 72h (Fig. 17B). Analizzando la cinetica si osserva che la risposta 
delle MSC in differenziamento per 72h non assomiglia alla risposta osservata in 
neuroni ippocampali maturi (Fig. 17A), tuttavia essa risulta paragonabile alla risposta 
funzionale ottenuta da neuroni in fase di sviluppo, come precedentemente dimostrato 
da studi condotti, indicando che la maturazione è in corso (Pravettoni et al. 2000). 
Sorprendentemente, le MSC in mezzo differenziativo non solo mostrano un fenotipo 
significativamente diverso, dalle stesse cellule mantenute in normali condizioni di 
coltura, a seguito di una stimolazione con KCl, ma risultano essere anche in grado di 
rispondere con flussi di calcio a seguito di una stimolazione elettrica di campo (Fig. 17 
C), caratteristica questa solo delle cellule elettricamente attive come i neuroni. 
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Figura 17: A: Grafico rappresentativo delle registrazioni di imaging per il calcio su singola 
cellula relative all’analisi temporale della risposta dopo uno stimolo depolarizzante con 50mM 
KCl e con 1mM ATP. Le MSC contrariamente ai neuroni ippocampali non rispondono allo 
stimolo con KCl. Le MSC indifferenziate sono comunque vive poiché mostrano un basale 
omogeneo e rispondono a stimolazione con ATP. B: Grafico rappresentativo delle registrazioni 
di imaging per il calcio su singola cellula relative all’analisi temporale della risposta dopo uno 
stimolo depolarizzante con 50mM KCl. Le MSC in differenziamento per 48h mostrano una 
risposta allo stimolo depolarizzante con un’ampiezza ridotta rispetto a quella osservata in MSC 
sottoposte a differenziamento per 72h. La risposta delle MSC differenziate per 72h non è 
paragonabile alla disposta data dai neuroni ippocampali maturi ma risulta paragonabile a quella 
data dai neuroni nei primi giorni di sviluppo (Pravettoni et al 2000). C: Grafico rappresentativo 
delle registrazioni di campo con stimolazione elettrica su MSC a 48h. D:Quantizzazione delle 
registrazioni elettrofisiologiche  in modalità patch clamp del potenziale di membrana a riposo 
(mV). Comparazione dei potenziali di riposo di diverse popolazioni cellulari: Neuroni 2 div, 
neuroni 13 div, MSC non differenziate, MSC differenziate 24h-48h-72h.  
 
Inoltre, mediante registrazioni di elettrofisiologia in modalità patch clamp, si è vista una 
variazione del potenziale di membrana delle MSC in differenziamento rispetto alle MSC 
non differenziate. In particolare, il potenziale di riposo delle MSC in differenziamento è 
comparabile a quello di neuroni ippocampali durante le prime fasi di maturazione. 
Infatti, il potenziale di riposo delle MSC differenziate (24h -38±4,3, n=5; 48h -32±5,9, 
n=7; 72h -38±5, n=6) (Fig. 17D) è comparabile a quello registrato nei neuroni durante i 
primi stadi di sviluppo (2 div -32±5,8, n=4; 13 div -56±2,7, n=8) (Fig. 17D). In condizioni 
di controllo le MSC non mostrano una differenza di potenziale a cavallo della 
 
Risultati 
 
95 
 
membrana, pertanto la sua rilevazione su cellule sottoposte a differenziamento 
probabilmente è indice di un effettivo trans differenziamento. 
Complessivamente, questi dati supportano un chiaro effetto del mezzo NZ4 a favore 
del differenziamento delle MSC da tessuto adiposo di ratto verso un fenotipo 
neuronale. Le cellule mantenute in NZ4 non solo esprimono marcatori specifici dei 
diversi stadi di sviluppo neuronale, ma acquisiscono la capacità di rispondere a KCl, 
mostrano influssi di calcio a seguito di una stimolazione elettrica di campo e variano il 
potenziale di membrana a riposo. Questi dati preliminari meritano ulteriore 
approfondimento dei meccanismi cellulari coinvolti e saranno oggetto di ulteriori studi 
sia in vitro che in vivo per caratterizzare meglio la loro potenziale applicabilità in scopi 
di medicina rigenerativa. 
 
6.5 Sviluppo in vitro di sistemi cell carrier per iniezione in 
vivo 
Per poter, in futuro, testare una iniezione in vivo delle MSC (eventualmente 
differenziate e non) è stato testato in vitro un idrogelo che potesse permettere 
un’iniezione localizzata e diretta delle cellule. Questo idrogelo è stato messo a punto 
dal laboratorio di Biocell del politecnico di Milano, ed è composto da sostanze 
biocompatibili, vi sono state incapsulate le cellule al suo interno per poterne valutare la 
loro sopravvivenza. 
Sono state incapsulate le MSC indifferenziate all’interno dell’ idrogelo per circa 48 ore, 
in seguito si è proceduto con la piastratura delle cellule estratte dal gel su superficie di 
vetro. 
Prima della piastratura le cellule vive sono state contate con l’utilizzo del colorante 
Trypan Blue per verificare la percentuale di sopravvivenza che è risultata essere di 
circa il 70%. 
Dopo aver piastrato le cellule su vetrini le abbiamo monitorate per vedere se residui di 
gel potessero in qualche modo impedire alle cellule di aderire al vetro e quindi di 
proliferare. 
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Figura 18: foto in campo chiaro rappresentative di MSC estratte dall’idrogelo dopo 2 diversi 
tempi in coltura.  
 
Quindi si è osservato che le cellule sono in grado di aderire al vetro e di proliferare in 
vitro con una corretta morfologia. 
Successivamente per verificare che il processo di incapsulamento nel gel non avesse 
in qualche modo alterato il loro potenziale di staminalità è stato indotto loro il 
differenziamento in direzione osteoblastica (vedi par… 
     
ctrl                                                    osteo 
Figura 19: immagini rappresentative di MSC estratte dall’idrogelo e sottoposte a 
differenziamento osteoblastico.  
 
Si è osservato che dopo 7 giorni in coltura le cellule a contatto con il mezzo di 
differenziamento osteoblastico, a differenza di quelle mantenute in condizioni di 
controllo, mostrano una evidente positività all’ osteopontina che è un marcatore 
specifico di cellule osteoblastiche. Questo risultato ha permesso di sostenere che le 
cellule in seguito ad un incapsulamento nell’idrogelo durato 48 ore non avevano subito 
danni per quanto riguardava il loro potenziale di staminalità. 
 
6.6 Messa a punto di un protocollo affidabile per marcare le 
MSC utilizzando un vettore lentivirale che esprima Luciferasi 
 
Poiché il passo successivo di questo studio sarà quello di iniettare in modelli animali in 
vivo MSC differenziate e non, si è reso necessario studiare un protocollo affidabile e 
sicuro che trasfettasse in maniera stabile le MSC senza arrecarne danno al tessuto di 
destinazione. E’ infatti importante valutare il comportamento cellulare una volta iniettate  
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per capire il loro grado di attecchimento ed il ruolo ruolo funzionale. L’ imaging 
rappresenta un valido approccio per lo studio in vivo di parametri quali la distribuzione 
cellulare, la sopravvivenza, la localizzazione e il destino delle cellule iniettate riducendo 
la variabilità inter-individuale e il numero di animali da utilizzare per lo studio. 
A tale scopo, le MSC isolate da tessuto adiposo sono state infettate con diverse 
concentrazioni di un vettore lenti virale contenente luciferasi. 
 
Figura 20: Espressione della luciferasi in MSC infettate con diversa quantità di virus PLW (1,75, 
3,5 e 7 MOI). 
 
Successivamente le MSC infettate sono state analizzati per testare eventuali variazioni 
rispetto alle cellule non trattate di controllo per quanto concerne la vitalità, la morfologia 
e 
capacità di differenziare in osteoblasti. 
Quindi sono state effettuate delle curve di crescita cellulare, mediante colorazione con 
cristal violetto, sia di cellule in condizioni di controllo sia delle cellule trasfettate con 
differenti concentrazioni di virus. 
 
Figura 21: Curve di crescita effettuate mediante cristal violetto di MSC mantenute in condizioni 
di controllo e infettate con diverse concentrazioni di virus. 
 
Come si evince dal grafico le cellule infettate con diverse concentrazioni di virus 
mostrano un tasso di proliferazione paragonabile a quello delle MSC mantenute in 
condizioni di controllo. 
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Successivamente sono state analizzati le variazioni di calcio intracellulare su singola 
cellula mediante stimolazione con ATP 1mM, per valutare che la funzionalità cellulare 
fosse rimasta intatta. 
Figura 22: Tracce rappresentante di acquisizioni radiometriche calcio su MSC 
 
Sia le MSC di controllo che quelle infettate con differenti concentrazioni di virus 
rispondono con variazioni di calcio intracellulare se stimolate con ATP 1mM. È stato 
osservato anche che le cellule infettate rispondono allo stimolo, anche se con un picco 
di intensità differente rispetto a quello registrato con le cellule non infettate, saranno 
quindi necessari ulteriori studi per comprendere le ragioni di questa differenza 
funzionale, probabilmente dovuta ad una diversa espressione dei recettori purinergici 
coinvolti dalla stimolazione con ATP. 
Infine queste cellule infettate sono state sottoposte al protocollo di differenziamento 
osteoblastico, per valutare che avessero mantenuto le loro proprietà di staminalità. 
Quindi dopo 7 giorni di differenziamento osteoblastico mediante colorazione 
immunocitochimica è stata verificata la presenza di un marcatore specifico delle cellule 
ostoblastiche, l’ osteopontina, sulle cellule sottoposte a differenziamento infettate con il 
virus non rispetto al controllo. Dopo 21 giorni di differenziamento invece sono stati 
valutati i depositi di calcio formatisi mediante il saggio dell’Alizarin Red. 
 
 
 
Figura 23: Immagini di colorazioni di immunofluorescenza di cellule sottoposte a protocollo di 
differenziamento osteoblastico. Le cellule sottoposte a differenziamento  mostrano positività al 
marcatore specifico asteoblastico: osteopontina (verde). 
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Figura 24: Valutazione quantitativa di depositi di calcio mediante colorazione con Alizarin Red. 
Le cellule infettate (3,5 e 7 MOI) conservano il loro potenziale differenziativo quando coltivate in 
mezzo osteogenico rispetto al controllo. 
 
Visti questi ultimi risultati si è concluso che il protocollo applicato per trasfettare in 
maniera stabile le MSC è risultato efficiente e non altera le proprietà biologiche. 
L’inserimento della luciferasi è risultata essere una tecnica affidabile per studiare il 
comportamento in vivo ed ex vivo delle MSC al fine di stabilire efficaci strategie 
terapeutiche. 
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La medicina rigenerativa è una delle aree delle biotecnologie avanzate con i maggiori 
progressi dal punto di vista scientifico accompagnati però da scarse applicazioni in 
campo medico. Spesso le terapie rigenerative attuali sono basate su formazione di 
tessuti artificiali che vengono poi impiantati oppure sull’introduzione di cellule staminali 
nell’organismo al fine di riparare tessuti o trattare alcuni disturbi. 
La terapia cellulare rappresenta una promettente alternativa per il trattamento di una 
vasta area di patologie, tra cui quelle neurodegenerative come ad esempio Parkinson, 
Huntington ed Alzheimer, per le quali, purtroppo, non sono tuttora disponibili terapie 
farmacologiche curative, ma solo trattamenti sintomatici e palliativi, di efficacia limitata 
nel tempo.  
Il principale problema di questo tipo di terapia è rappresentato dall’origine e dalla 
natura delle cellule da utilizzare. Attualmente la comunità scientifica mostra un forte 
interesse nel potenziale utilizzo delle cellule staminali adulte per il trattamento di 
queste patologie. In particolare, numerose sono le aspettative nei confronti delle MSC, 
cellule staminali adulte multipotenti che possiedono capacità differenziative e una 
notevole plasticità che permettono loro di differenziare non solo in tipi cellulari di 
derivazione mesodermica (Wakitani et al., 1995) ma, in particolari condizioni, anche di 
assumere il destino di cellule eso- ed endo-dermiche (Javazon et al., 2004). L’utilizzo 
di queste cellule permetterebbe, inoltre, di superare tutte le discusse problematiche di 
natura etica legate all’uso di cellule staminali di derivazione embrionale. 
In particolare, lo sviluppo di strategie di terapia cellulare per la cura di danni a livello del 
sistema nervoso centrale rappresenta un importante obiettivo della medicina 
rigenerativa. Nonostante la neurogenesi sia mantenuta anche nell’adulto, le scarse 
conoscenze attuali sui meccanismi che controllano la genesi di nuovi neuroni 
impediscono di sfruttare questi meccanismi di riparazione endogena a fini riparativi in 
caso di lesione cerebrale, dove il danno spesso prevale sull’attività ricostruttiva. 
L’utilizzo di cellule staminali in grado di differenziare in diversi tipi di cellule nervose 
potrebbe rappresentare un  valido strumento terapeutico per contrastare lesioni 
cerebrali o fenomeni neurodegenerativi. Tra le cellule staminali, le cellule staminali 
mesenchimali adulte suscitano particolare interesse come sorgente cellulare da 
utilizzare per scopi terapeutici mirati alla rigenerazione di tessuto nervoso, in quanto 
esse non presentano particolari problemi etici e sono facilmente reperibili in grande 
quantità o dal midollo osseo o dal tessuto adiposo del paziente.  
Scopo di questo progetto è stato quello di definire un protocollo sperimentale efficace 
per il differenziamento delle cellule staminali mesenchimali adulte prelevate da tessuto 
adiposo umano verso il fenotipo neuronale.  
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Le cellule MSC isolate da midollo osseo e da tessuto adiposo di ratto sono state 
inizialmente caratterizzate per la loro staminalità, tramite induzione di differenziamento 
fisiologico in osteoblasti. 
E’ stata condotta un’analisi comparativa del potenziale di differenziamento delle MSC 
mantenute in condizioni standard di coltura o cresciute su particolari biomateriali 
scaffolds in titanio di proprietà del Politecnico di Milano, opportunamente trattati per 
risultare non tossici e biocompatibili.  
Tramite quantificazione dei livelli di fosfatasi alcalina o la valutazione dei depositi 
arricchiti in calcio è stato possibile osservare come le MSC fossero in grado di 
mantenere il loro potenziale differenziativo sui diversi substrati in titanio 
funzionalizzato. Tuttavia è stato osservato come le cellule cresciute su un particolare 
substrato (SUM-Na) fossero in grado di mostrare un  potenziale differenziativo più 
paragonabile a quello standard osservato nelle colture in vitro identificando quindi tale 
supporto come un  valido candidato per successivi studi protesici su modelli animali in 
vivo. 
Successivamente il lavoro si è maggiormente concentrato nello sviluppo e nella 
definizione di un protocollo clinicamente applicabile per indurre le cellule staminali 
mesenchimali estratte da tessuto adiposo di ratto a differenziare in cellule del sistema 
nervoso centrale. È stato deciso di focalizzare l’attenzione sulle MSC isolate da tessuto 
adiposo poiché a differenza delle MSC derivanti altri tessuti, esse si ottengono in 
grandi quantità con procedure poco invasive. Inizialmente è stata valutata la 
trasferibilità di protocolli già presenti in letteratura che prevedessero l’ utilizzo di cellule 
staminali di origine diversa dal tessuto adiposo. A tale scopo, sono stati valutati sia 
mezzi differenziativi che prevedessero la formazione di sfere da MSC estratte da 
tessuto adiposo umano (Anghileri et al. 2007), sia mezzi che prevedessero un 
differenziamento diretto delle staminali derivate da diverse fonti quali il sangue del 
cordone ombelicale (Kang et al, 2006) e midollo osseo  (Egusa et al. , 2005). In tutti i 
casi  sono state riscontrate differenze nei risultati ottenuti con le MSC isolate da 
tessuto adiposo rispetto ai tipi cellulari utilizzati negli studi pubblicati, poiché i mezzi 
testati o si sono rivelati particolarmente tossici oppure inducevano un differenziamento 
verso una linea gliale. Inoltre, i tempi di differenziamento erano particolarmente lunghi 
(mediati da protocollo di de differenziamento e formazione di neuro sfere) e portavano 
al differenziamento di piccoli quantitativi di cellule, una percentuale non rilevante ai 
sensi di un futuro impiego clinico. Inoltre, alcuni componenti dei mezzi presi in esame 
erano caratterizzati da componenti non conformi alle norme delle linee guida GMP. Si 
è pertanto deciso di identificare e caratterizzare un nuovo mezzo di differenziamento 
che fosse la sintesi delle conoscenze apprese dagli studi precedentemente condotti, 
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conforme alle linee guida GMP e in grado di indurre un differenziamento clinicamente 
rilevante sia dal punto di vita dell’efficacia che dal punto di vista del processo 
temporale.  
 
Dopo una serie di tentativi è stato identificato un mezzo proprietario apparentemente 
non tossico (NZ4, attualmente in valutazione pre deposito brevettuale) in grado di 
indurre un visibile cambio morfologico in senso neuronale in tempi rapidi della maggior 
parte delle cellule in coltura. E’ stata inizialmente effettuata una prima caratterizzazione 
mediante immunocitochimica per marcatori neuronali dei primi stadi di sviluppo che ha 
permesso di osservare la positività delle cellule in differenziamento ai marcatori 
specifici dello sviluppo neuronale. Approfondendo ulteriormente l’analisi a tempi di 
differenziamento più lunghi con marcatori neuronali  caratteristici degli stati più 
avanzati di sviluppo neuronale, è stata osservata una positività a marcatori specifici 
(quali snap25, vAMP2 e p38)  che ci ha indotto a prendere seriamente in 
considerazione l’ipotesi che questo mezzo di differenziamento da noi sviluppato 
potesse indurre un differenziamento specifico delle cellule in senso neuronale.  
Si è pertanto proceduto alla caratterizzazione  temporale in coltura dell’espressione di 
specifici geni caratteristici dello sviluppo neuronale in cellule MSC sottoposte a 
differenziamento. L’analisi tramite PCR ha permesso di confermare, in cellule  
mantenute nel mezzo differenziativo, la presenza di geni neuro-specifici, assenti a 
livello delle MSC non sottoposte a differenziamento.  
La caratterizzazione delle cellule sottoposte a differenziamento è stata ulteriormente 
approfondita mediante analisi funzionali delle dinamiche di calcio intracellulare e 
mediante registrazioni elettrofisiologiche, comparando la risposta delle MSC sottoposte 
a differenziamento con la risposta di neuroni primari mantenuti in coltura per gli stessi 
tempi.  
Confrontando le registrazioni di imaging per il calcio su singola cellula abbiamo potuto 
osservare come le cellule in differenziamento mostrassero un livello intracellulare di 
calcio basale significativamente diverso rispetto a quello registrato dalle stesse MSC 
non sottoposte a differenziamento, ma paragonabile al livello, più basso, di calcio 
intracellulare nei neuroni primari. Inoltre, esponendo le MSC in differenziamento a uno 
stimolo di depolarizzazione (50mM KCl) è stata osservata una risposta funzionale 
assente invece nelle MSC non differenziate. Le cellule MSC sottoposte a 
differenziamento sono state in grado di rispondere non solo ad una stimolazione 
farmacologica, ma anche ad una stimolazione elettrica di campo, mostrando una 
chiara differenza della risposta funzionale rispetto alle  MSC non sottoposte a 
differenziamento. 
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Osservando attentamente la cinetica delle risposta funzionale delle MSC in risposta a 
KCl, e confrontando la stessa a precedenti osservazioni del nostro laboratorio sulla 
diversa cinetica di risposta delle colture primarie neuronali in fase di sviluppo 
(Pravettoni et al.2000), si osserva che la risposta delle cellule in differenziamento 
risulta del tutto paragonabile alla risposta dei neuroni nelle prime fasi di sviluppo (2-3 
div) e non alla tipica riposta delle cellule neuronali mature. Probabilmente, le MSC 
sottoposte a differenziamento neuronale per 3,4 giorni mostrano un apparato 
recettoriale paragonabile a quello di un neurone primario in fase di sviluppo; saranno 
necessari ulteriori studi per approfondire come cambia la proporzione dei diversi 
recettori canale a stadi diversi di maturazione.  
La caratterizzazione delle MSC sottoposte a differenziamento neuronale è stata 
ulteriormente approfondita dall’analisi quantitativa del potenziale di membrana a riposo 
mediante registrazioni di patch clamp. Comparando i dati di potenziale di riposo delle 
MSC, dei neuroni in fase di sviluppo e delle MSC sottoposte a differenziamento agli 
stessi tempi in coltura, queste ultime mostrano un potenziale di membrana 
paragonabile a quello delle colture neuronali primarie.  
Sono ovviamente molteplici gli aspetti da affrontare. Risulta ad esempio essere 
prospetticamente molto interessante la caratterizzazione del processo di 
differenziamento, anche tramite l’utilizzo di specifici inibitori per i diversi recettori canale 
(al sodio, al calcio, al potassio) in modo da poter seguire il processo di maturazione nel 
tempo e caratterizzare la presenza in  membrana di specifici canali. Inoltre, andrà 
quantificata meglio l’intensità della risposta a stimoli di depolarizzazione ai diversi stadi 
di sviluppo, sia mediante imaging per il calcio, sia mediante registrazioni 
elettrofisiologiche; sarà anche da quantificare meglio la percentuale di cellule in grado 
di assumere un profilo così marcatamente neuronale anche dal punto di vista 
funzionale, rispetto al totale delle cellule sottoposte a differenziamento. 
I dati preliminari ottenuti in questa tesi sono tuttavia di estrema importanza per la 
definizione di un protocollo di differenziamento in grado di modulare il processo di 
differenziamento delle MSC verso un fenotipo marcatamente neuronale. Il potenziale 
impatto terapeutico di un protocollo di differenziamento ben caratterizzato è veramente 
notevole, ad esempio nelle terapie rigenerative in seguito a necrosi dovuta ad eventi 
ischemici. 
Lo scopo di questo progetto, in prospettiva, è infatti quello di testare su un modello 
animale di ischemia il potenziale terapeutico dato da un’iniezione intracranica nella 
zona danneggiata delle cellule MSC autologhe prelevate dal tessuto adiposo e 
differenziate in senso neuronale.  
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A tale scopo sono stati svolti studi preliminari per studiare l’interazione di MSC con 
materiali avanzati biocompatibili da utilizzare per scopi di medicina rigenerativa. Tali 
idrogeli, devono possedere caratteristiche peculiari. Devono innanzitutto essere matrici 
sol-gel, in grado di essere liquide quando sottoposte a pressione (fase di iniezione) ma 
poi in grado di tornare ad una forma solida (una volta iniettate). Questi gel devono non 
solo sciogliersi lentamente favorendo il processi di homing delle MSC nel tessuto di 
destinazione, ma devono anche essere caricati con nano capsule contenenti i fattori di 
differenziamento ottimali (nel nostro caso il mezzo NZ4 che favorisce il 
differenziamento in senso neuronale).  
Nelle prove preliminari svolte in collaborazione con enti di ricerca specificamente 
dedicati allo sviluppo di matrici biocompatibili è stato osservato che le cellule MSC non 
solo sono in grado di sopravvivere all’interno delle matrici biocompatibili, ma che una 
volta estratte dopo diversi giorni sono in grado di mantenere le proprie caratteristiche di 
staminalità e, se esposte al mezzo NZ4, sono in grado di differenziarsi verso un 
fenotipo neuronale (dati oggetto di domanda di brevetto).  
Una volta terminata la caratterizzazione in vitro del processo di differenziamento, 
oggetto  di questa tesi, verranno effettuate delle prove in vivo, inizialmente per 
caratterizzare il processo di homing e differenziamento in vivo delle cellule MSC 
prelevate dal modello animale stesso, e successivamente per  effettuare studi più 
approfonditi sulle variazioni fenotipiche  comportamentali del modello animale. 
In conclusione, questo studio ha identificato un protocollo in vitro clinicamente rilevante 
per il differenziamento delle staminali mesenchimali adulte in cellule neuronali. Il 
protocollo prevede l’utilizzo di staminali adulte di facile reperibilità (prelevate da 
liposuzione), e permette il loro differenziamento in percentuali significative (circa il 
60%)  in cellule del sistema nervoso centrale. Inoltre, è caratterizzato da componenti 
conformi alle norme GMP (attualmente in fase di deposito brevettuale). Le cellule MSC 
esposte a questo messo di differenziamento acquisiscono caratteristiche morfologiche 
e funzionali tipiche delle colture neuronali in fase di sviluppo. Sarà di particolare 
interesse clinico approfondire lo studio del differenziamento staminale indotto in vitro in 
modelli di patologia animale (ad esempio ischemia).  
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